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RESUMO

A capacidade de diferenciacion das células nai mesenquimais (MSCs) cara os
condrocitos, nun proceso cofiecido como condroxénese, outorga a estas células
un gran potencial terapéutico para a reparacion dos defectos da cartilaxe
caracteristicos de enfermidades reumaticas como a artrose. Non obstante, os
mecanismos moleculares que participan neste proceso de diferenciacién non son
de todo cofecidos. As técnicas protedmicas posibilitan analizar globalmente a
actividade celular, xa que permiten obter perfis proteicos que proporcionan
informacién sobre as conexidns existentes entre as proteinas e as rutas ou
procesos celulares nos que participan. Neste traballo empregdronse diferentes
metodoloxias protedmicas para estudar os mecanismos moleculares que
participan na diferenciacion condroxénica das MSCs obtidas da medula dsea, co
fin de identificar novos marcadores condroxénicos que poidan empregarse na

monitorizacién de terapias celulares encamifiadas a reparacion da cartilaxe.

Inicialmente estandarizouse a marcaxe metabdlica SILAC nas MSCs illadas de
medula ésea para levar a cabo os estudos protedmicos cuantitativos. Unha vez
optimizado este método, a suUa aplicacion permitiunos describir as proteinas
intracelulares cuxa abundancia altérase durante o proceso de diferenciacion das
MSCs. Os niveis de expresion de 65 proteinas modularonse significativamente
entre os dous estadios celulares analizados (indiferenciado (dia 2) e diferenciado
(dia 14)). A maior parte destas proteinas estaban implicadas no metabolismo
celular e na glucdlise. En base a este traballo, decidimos realizar outro estudo no
que aplicamos a doble marcaxe SILAC seguido da analise nanoLC-ESI-MS para
identificar e cuantificar as proteinas secretas polas MSCs 6s dias 2 e 14 do proceso
de condroxénese. Mediante esta estratexia, detectdronse cambios significativos
na abundancia de 34 proteinas entre os dous tempos analizados. A maior parte
das proteinas aumentadas a dia 14 son proteinas relacionadas coa matriz
extracelular da cartilaxe, e entre elas validamos mediante inmunoensaios o
incremento do proteoglicano 4 (PRG4) e TIMP1 como potenciais biomarcadores

da diferenciacidn condroxénica. Finalmente, comprobouse a utilidade das técnicas



de imaxen mediante espectrometria de masas (MS Imaging) para a
caracterizacion de lipidos involucrados no proceso de diferenciacion. Neste ultimo
estudo demostramos que as MSCs metabolizan a esfingomielina durante a
diferenciacidon condroxénica, e que a fosfocolina e os seus derivados son posibles

marcadores de indiferenciacion das MSCs.



RESUMEN

La capacidad de diferenciacion de las células madre mesenquimales (MSCs) hacia
condrocitos, en un proceso conocido como condrogénesis, concede a estas células
un gran potencial terapéutico para la reparacién de los defectos del cartilago
caracteristicos de enfermedades reumaticas como la artrosis. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que participan en este proceso de diferenciacién no son
del todo conocidos. Las técnicas protedmicas posibilitan analizar globalmente la
actividad celular, ya que permiten obtener perfiles proteicos que proporcionan
informacién sobre las conexiones existentes entre las proteinas y las rutas o
procesos celulares en las que participan. En este trabajo se han empleado
diferentes metodologias protedmicas para estudiar los mecanismos moleculares
que participan en la diferenciacion condrogénica de las MSCs obtenidas de
médula ésea, con el fin de identificar nuevos marcadores condrogénicos que
puedan emplearse en la monitorizacidon de terapias celulares encaminadas a la

reparacién del cartilago.

Inicialmente se estandarizd el marcaje metabdlico SILAC en MSCs aisladas de
médula ésea para llevar a cabo los estudios protedmicos cuantitativos. Una vez
optimizado este método, su aplicacion nos permitid describir las proteinas
intracelulares cuya abundancia se altera durante el proceso de diferenciacién de
las MSCs. Los niveles de expresion de 65 proteinas se modularon
significativamente entre los dos estadios celulares analizados (indiferenciado (dia
2) y diferenciado (dia 14)). La mayor parte de estas proteinas estaban
involucradas en el metabolismo celular y en la glucdlisis. En base a este trabajo,
decidimos realizar otro estudio en el que aplicamos el doble marcaje SILAC
seguido de un andlisis nanoLC-ESI-MS para identificar y cuantificar las proteinas
secretadas por las MSCs a los dias 2 y 14 del proceso condrogénico. Mediante esta
estrategia, se detectaron cambios significativos en la abundancia de 34 proteinas
entre los dos tiempos analizados. La mayor parte de las proteinas aumentadas a
dia 14 son proteinas relacionadas con la matriz extracelular del cartilago, y entre

ellas validamos mediante inmunoensayo el incremento de proteoglicano 4 (PRG4)



y TIMP1 como potenciales biomarcadores de diferenciacién condrogénica.
Finalmente, se comprobd la utilidad de las técnicas de imagen mediante
espectrometria de masas (MS Imaging) para la caracterizacion de lipidos
involucrados en el proceso de diferenciacion. En este ultimo estudio demostramos
que las MSCs metabolizan la esfingomielina durante la diferenciacion
condrogénica, y que la fosfocolina y sus derivados son posibles marcadores de

indiferenciacion de MSCs.



ABSTRACT

The differentiation capacity of mesenchymal stem cells (MSCs) towards
chondrocytes, in a process called chondrogenesis, provides them a great
therapeutic potential for the repair of cartilage defects in rheumatic diseases such
as osteoarthritis (OA). However, the molecular mechanisms underlying the
chondrogenesis process are still in part unknown. Proteomic tools enable us to
globally analyze cellular activity, obtaining proteomic profiles that provide us
information about the present connections between proteins and cellular
pathways. In this work, we have employed different proteomic strategies in order
to elucidate the molecular mechanisms involved in the chondrogenesis process of
bone marrow MSCs, with the purpose of identify new chondrogenic markers
useful for molecular monitorization in cell therapy-based approaches for cartilage

repair.

Firstly, we standardized SILAC labeling in bone marrow MSCs in order to carry out
guantitative proteomic experiments. Once the SILAC method was optimized, its
application allowed us to describe the modulations of intracellular proteins during
the chondrogenic differentiation of MSCs. 65 proteins exhibited a significant
modulation of their levels between the two different stages of chondrogenic
differentiation (day 2 vs. day 14). Most of these proteins were involved in cellular
metabolism and glycolysis. Next, we employed a double-SILAC strategy, followed
by nanoLC-ESI-MS analysis, to identify and quantify the extracellular proteins of
MSCs at days 2 and 14 of chondrogenesis. Using this methodology, we found
alterations in the abundance of 34 proteins between the two time points
evaluated. Most of the proteins increased at day 14 were cartilage-specific ECM
proteins. Proteoglycan 4 (PRG4) and TIMP1 were validated by immunoassays so
both have a valuable potential use as biomarkers of chondrogenic differentiation.
Finally, we confirmed the utility of mass spectrometry imaging (MSI) for the
characterization of the lipids involved in chondrogenesis. In this study, we

confirmed that MSCs mobilize the sphingomyelin during their differentiation



toward chondrocytes and the phosphocholine-related lipids could be markers of

the undifferentiated stage.
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1.- ARTROSIS

1.1. Definicidén y prevalencia

La artrosis (OA) es la patologia reumatolégica mas frecuente en los paises

occidentales. Estudios de prevalencia muestran que, en Espafia, la artrosis de

rodilla afecta al 10.2% de la poblaciéon adulta (5.7% en hombres y 14% en

mujeres), y la artrosis de manos al 6.2% (2.3% de los hombres y 9.5% de las

mujeres) [1]. La frecuencia con que afecta a las personas aumenta con la edad,

sobre todo a partir de los 40-50 afios, ya que se trata de una enfermedad asociada

al envejecimiento del cuerpo humano. El impacto de la OA se aprecia al tener en

cuenta que es la primera causa de incapacidad laboral permanente y la segunda

de incapacidad laboral transitoria, una de las causas mds frecuentes de

discapacidad en el anciano, y que supone uno de los motivos mds comunes de

consulta en atencidn primaria.

La OA se ha definido clasicamente
como una enfermedad articular
degenerativa caracterizada por la
degradacion progresiva del
cartilago, la inflamacién de la
membrana sinovial y la esclerosis
del hueso subcondral. Sin embargo,
en la actualidad la OA engloba
ademds otros cambios patoldgicos
como la formacién de osteofitos en
los margenes del hueso, Ila

degeneracion de los ligamentos v,

"ll-ll-ll-ll-lll

en la rodilla, la degeneracion del menisco y la hipertrofia de la capsula articular

[2]. También se han observado cambios en los musculos periarticulares, nervios y
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acumulaciones de grasa que pueden contribuir a la OA. En la Figura 1 se muestran

las diferencias estructurales entre una articulacién de rodilla sana y con artrosis.
1.2. Factores de riesgo

La OA es una enfermedad de origen multifactorial, e influyen en ella tanto
factores sistémicos como factores biomecanicos locales. Los factores sistémicos
engloban la edad, el sexo, los factores genéticos y la densidad ésea. Los factores
locales son generalmente de naturaleza biomecanica y comprenden la obesidad,

la actividad fisica, los traumatismos y el tipo de profesion [3, 4].
» Edady sexo

La edad es el factor de riesgo mas fuertemente relacionado con la artrosis [5].
Tanto la prevalencia como la incidencia de la enfermedad se incrementan con el
aumento de la edad en cualquier articulacidon que se considere. De hecho, el 50%
de las personas mayores de 65 afios muestran signos radiolégicos de la
enfermedad, y dicha enfermedad afecta a mas del 80% de la poblacién mayor de
75 afios. Este factor parece estar relacionado con la existencia de cambios
anatdmicos, estructurales y bioquimicos que favorecerian la degeneracién del
cartilago articular en las personas mayores. La prevalencia de la artrosis en la
mujer por debajo de los 50 afos es similar a la del género masculino. Sin embargo,
por encima de esa edad, la incidencia y severidad de la enfermedad se incrementa
mucho mds en la mujer [6]. Esta diferencia entre ambos géneros puede explicarse
por la pérdida de las hormonas sexuales, como los estréogenos. Ademas, se ha
visto que el cartilago articular de la rodilla es significativamente mds grueso en los
hombres que en las mujeres, incluso después de ajustar por edad, indice de masa
corporal (BMI, del inglés body mass index) y actividad fisica. Sin embargo, no esta
claro que las mujeres tengan una tasa de pérdida de volumen de cartilago mas

acelerada que los hombres.
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» Factores genéticos

Los factores genéticos también se asocian con la OA, especialmente con la OA de
manos y cadera [7]. De hecho, se estima que dichos factores suponen entre un 40-
65% del riesgo de desarrollar artrosis. En los ultimos afios se han descrito varias
posiciones fijas del cromosoma (o /oci) asociadas a la OA. En 2011 se describieron
3 de ellas: GDF5, que codifica para el factor de crecimiento y diferenciacién 5,
cromosoma 7q22 y MCF2L [8-10]. Un estudio de asociacion de genoma completo
0 GWAS publicado en 2012 describe 5 nuevos loci asociados con el riesgo de
desarrollar artrosis [11]. Uno de ellos se localiza en el cromosoma 3, en el gen que
codifica para la nuecleostemina (GNL3). Otro se localiza en el cromosoma 6, entre
el gen que codifica para la FILIP1 (proteina 1 de interacciéon con la filamina A) y la
SENP6 (peptidasa especifica de sentrina). Los demas se localizan en el cromosoma
9 (cerca del gen que codifica para la astrotactina 2, o ASTN2) y en el cromosoma
12 (uno cerca del gen que codifica para la ligasa KLHDC5 y la proteina relacionada
con la hormona paratiroidea PTHLH, y otro cerca del gen que codifica para el

enzima carbohidrato sulfotransferasa 11, o CHST11).
> Densidad mineral 6sea

Se ha descrito que las personas con mayor densidad mineral dsea tienen un riesgo
mas elevado de padecer artrosis [12]. Es probable que ello pueda reflejar un

mayor estrés biomecanico sobre el cartilago, favoreciendo su degradacion.
» Obesidad

La obesidad se ha descrito como factor de riesgo especialmente en la OA de
rodilla [13]. Diferentes estudios muestran que un indice de masa corporal (BMI)
elevado incrementa el riesgo de sufrir OA de rodilla [14]. De hecho, se ha visto
que la pérdida de peso de unos 5 kg (descenso de 2 unidades en el BMI) es capaz
de reducir el riesgo de incidencia de artrosis de rodilla hasta en un 50%,
especialmente en las mujeres [15]; resultados que han sido validados en un

estudio reciente [16]. Los efectos de la obesidad en la OA pueden deberse a la
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sobrecarga mecanica ejercida por el aumento de peso. Ademas, hoy en dia se

sabe que el tejido adiposo es un tejido metabdlicamente activo y que produce
adipocinas, como la adiponectina, la leptina y la resistina, que podrian actuar
sobre el cartilago y facilitar la aparicion de la enfermedad, aunque su papel en la
OA aun no esta claro [17, 18]. La obesidad también esta significativamente
asociada con la incidencia de la artrosis de manos [19]. Sin embargo, la asociacion
entre la obesidad y la artrosis de cadera no es evidente y dicha asociacion es

menos fuerte que la que existe con la rodilla o la mano [20, 21].

» Actividad fisica, tipo de profesidn y traumatismo

La actividad fisica puede ser beneficiosa, ya que fortalece los musculos
periarticulares ayudando a estabilizar la articulacion. De hecho, se ha observado
que los niveles de actividad normales no son causa de OA. Sin embargo, las
actividades fisicas o el deporte de alta intensidad (que exponen repetidamente las

articulaciones a traumatismos importantes) aumentan el riesgo de sufrir OA [22].

Ademas de ciertos deportes como el futbol, algunas profesiones que requieren la
funcidon continuada de ciertas regiones anatdmicas durante largos periodos de
tiempo han sido relacionadas con el desarrollo de la OA. Trabajos especificos
como los mineros o los albafiiles se han asociado con la artrosis de rodilla (debido
al riesgo de rotura de menisco) y lumbar [23]. Ademas, aquellas profesiones en las
que se requiere el uso de las manos, como la sujecidén con pinzas repetidamente,

se han asociado con la artrosis de manos [24].

Ciertos estudios indican que los traumatismos sobre las articulaciones pueden
conducir a la aparicién posterior de la artrosis [13]. Se ha descrito que un
traumatismo previo sobre la rodilla tiene un riesgo 5-6 veces superior de artrosis
de rodilla en el hombre y 3 veces en la mujer. En otro estudio también se
encontrd un alto riesgo de artrosis de rodilla en individuos que habian sufrido un

traumatismo articular en su juventud [25].
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2.- BIOLOGIA DEL CARTILAGO ARTICULAR

2.1.  Estructuray funcidn del cartilago articular

El cartilago articular (que es el tejido caracteristicamente mas afectado en la OA)
es un tejido conectivo especializado, avascular, aneural y alinfatico, constituido
por una matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix) y por un Unico
tipo de células, los condrocitos. La ECM representa el 97-98% del volumen total
del cartilago y se compone principalmente de agua (70-80%) y colageno (10-30%),
asi como de proteoglicanos (PRGs) y otras proteinas (5-10%) [26]. La estructura

en capas del cartilago se representa en la Figura 2.

7— Hueso subcandrai

Figura 2. Estructura del cartilago articular hialino, en la que se diferencian las cuatro capas que lo
forman: la capa superficial o de deslizamiento, la capa intermedia o de transicion, la capa profunda o

radial y la capa calcificada. Imagen modificada de ELSEVIER.INC-NETTERIMAGES.COM



INTRODUCCION

El contenido de agua de la matriz se distribuye de forma desigual a lo largo de las

diferentes capas del cartilago. Su concentracién es mds alta en la capa superficial
y va disminuyendo gradualmente a medida que aumenta la profundidad [27]. El
90-95% del colageno del cartilago articular es de tipo I, que forma una malla de
fibras tridimensional que confiere al tejido resistencia a la tensiéon. Ademas, en el
cartilago se encuentran otros tipos de colagenos (VI, IX, XI, XIl y XIV) en cantidades
menores. Por su parte, los PRGs son macromoléculas muy hidrofilicas que se
disponen entre las fibras de coldgeno. Su elevada carga negativa hace que se
retengan grandes cantidades de agua en la ECM, protegiendo al cartilago de las
fuerzas de compresidon. Los PRGs estan constituidos por un eje central de
naturaleza proteica al que se unen, mediante enlaces covalentes, cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs), que son polisacaridos como el condroitin 4 y 6
sulfato, el dermatdn sulfato o el queratdn sulfato (Figura 3). El acido hialurénico
(HA) es otro GAG que tiene la funcion de enlazar entre si los diversos PRGs,

formando agregados que ocupan los espacios entre la malla de colageno.

Acide hialurénico
(HA)

Quieratan

suifato

Figura 3. Estructura de un agregado de proteglicanos. La estructura de un proteoglicano se basa en
la unién covalente de cadenas de glicosaminoglicanos a un eje central formado por el agrecano.
Ademas, esta estructura se une al acido hialurénico mediante proteinas de unidén formando

agregados de gran tamafio. Modificada de vps108743.ovh.net.
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La fibromodulina, la decorina y el biglicano son algunos ejemplos de los PRGs

presentes en el cartilago. El cartilago articular ademas contiene proteinas que no
son PRGs ni colagenos. Las mas representativas son la ancorina, la fibronectina y
la COMP (del inglés, cartilage oligomeric matrix protein), que estan involucradas
en el mantenimiento de la estructura del cartilago y en los mecanismos de
reparacién. Los condrocitos constituyen solamente el 2-3% del volumen total del
cartilago. Son células de morfologia redondeada sin actividad mitética detectable
y con una tasa de actividad baja (Figura 4). Estas células se encargan de la sintesis
y el mantenimiento de los componentes de la ECM, por lo tanto, son
fundamentales para el desarrollo, crecimiento, reparacion y mantenimiento del

cartilago articular.

Figura 4. Representacion grafica del condrocito articular. Esta célula expresa receptores como CD44
e integrinas que interaccionan con las macromoléculas adyacentes de la matriz extracelular.

Adaptada de [28].

2.2. Maecanismos de destruccion y reparacion del cartilago articular

El cartilago articular adulto sano mantiene un equilibrio entre los procesos
anabdlicos (sintesis de ECM) y catabdlicos (degradacién de ECM). Generalmente,
estos dos tipos de reacciones estan en equilibrio y las moléculas destruidas son

reemplazadas inmediatamente por moléculas nuevas. Sin embargo, en la artrosis,
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este equilibrio entre la sintesis y la degradacién se ve alterado produciéndose una

mayor degradacion que sintesis. El origen de este desplazamiento hacia los
procesos catabdlicos no se conoce con exactitud, aunque en los uUltimos afios se
han descrito algunas de las vias de sefializacion y factores de transcripcion que

estan implicados (Figura 5).

Figura 5. Procesos bioldgicos responsables del desequilibrio del metabolismo del cartilago hacia los

procesos catabdlicos, que sucede en la artrosis.

Las reacciones anabdlicas del cartilago se mantienen por la accion de factores de
crecimiento, citoquinas antiinflamatorias e inhibidores de las proteasas. Los
factores de crecimiento mds estudiados son el factor de crecimiento insulinico
tipo | (IGF-I), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y miembros de la familia
de las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) y del factor transformador del
crecimiento (TGF-B). IGF-I interviene en el remodelado del cartilago debido a su
capacidad para estimular la sintesis de proteglicanos y contrarrestar las
actividades de las citoquinas catabdlicas [29, 30]. Entre los FGF mas estudiados
estan el FGF-2, el FGF-9 y el FGF-18 [31]. El TGF-B promueve las reacciones
anabdlicas mediante la induccién de la expresion de los inhibidores de tejido de

metaloproteasas (TIMP, del inglés tissue inhibitors of metalloproteinases).

10
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Ademas, diferentes isoformas del TGF-B y de las BMPs son capaces de inducir la

diferenciacion condrogénica de las células madre mesenquimales (MSCs) in vitro.

El principal grupo de citoquinas inhibidoras o antinflamatorias involucradas en la
patogénesis de la OA son la IL-4, la IL-10, la IL-13 y la IL-1Ra. Estas moléculas
inhiben las proteasas que degradan el cartilago y revierten algunos efectos de las
citoquinas catabdlicas. Los inhibidores de las proteasas (TIMPs) controlan la
actividad de las metaloproteasas de la matriz (MMPs, del inglés matrix
metalloproteinases), que son los enzimas responsables de la degradacion de la

ECM del cartilago.

Los procesos catabdlicos del cartilago se llevan a cabo principalmente por la
accion de las proteasas. Hay varios tipos de proteasas, pero las MMPs son las que
tienen una mayor relacién con la degradacion del cartilago. Hasta la fecha se han
descrito 28 tipos de MMPs encargadas de degradar diferentes moléculas como
colagenos, proteoglicanos, gelatina o fibronectina [32]. Por otra parte, las
citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina 1f (IL-1B) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), también inducen reacciones catabdlicas en el
cartilago. El papel de ambas citoquinas en la artrosis se ha estudiado ampliamente
[33]. La IL-1B es capaz de estimular su propia sintesis y la de otras moléculas como
la prostaglandina E2 (PGE2) y el enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2). Ademas, induce
la expresiéon de otras interleuquinas proinflamatorias como la IL-6 y la IL-8,
estimula también la sintesis de otras moléculas mediadoras de la inflamacidn
como el factor inhibidor de la leucemia (LIF), diversas MMPs y aumenta los niveles
de oxido nitrico (NO). El TNF-a, al igual que la IL-1B, induce la sintesis de MMPs y
otras proteasas, asi como las citoquinas IL-6, IL-17, IL-18, implicadas asimismo en
la degradacién del cartilago. También aumenta la produccién de NO, COX-2 y

PEG2 [34].

11
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2.3. Reparacion de las lesiones del cartilago articular

El cartilago articular hialino tiene una baja capacidad de regeneracion, lo que se
debe parcialmente a su naturaleza avascular. Esta capacidad se deteriora con la
edad, y ademas depende de la profundidad de la lesién [35]. Las lesiones que
afectan Unicamente al cartilago articular se denominan lesiones condrales,
mientras que si el defecto afecta también al hueso subcondral reciben el nombre
de lesiones osteocondrales. En general, la reparacion de estas ultimas se inicia a
partir de las MSCs procedentes de la médula dsea del hueso subcondral [36]. Por
lo tanto, en este caso, la reparacion va a depender de la edad del paciente y del
tamafio y localizacién de la lesién [37]. Ademds, a diferencia de las lesiones
condrales, la reparacién de las lesiones osteocondrales se realiza mediante la

formacidn de tejido fibroso o fibrocartilago.

En la actualidad existen diferentes procedimientos que buscan reparar y
regenerar el cartilago articular (Figura 6). Generalmente, estas técnicas siguen dos
estrategias distintas: las basadas en el uso de células vivas (o terapias celulares) y
las basadas en la ingenieria tisular (uso de scaffolds o andamiajes de materiales
biocompatibles que dan soporte y facilitan la reparacién del dafio tisular) [38]. A
su vez, las terapias celulares se pueden basar en el uso de células maduras

diferenciadas (condrocitos o explantes de cartilago) o de células madre.

Figura 6. Estrategias actuales para el tratamiento de las lesiones articulares. ACI, implante de
condrocitos autdlogos; MACI, implante de condrocitos autélogos en una matriz; AMIC,

condrogénesis autéloga inducida por matriz. Figura adaptada de [39].

12
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2.3.1. Técnicas de reparacion: la microfractura

El fundamento de la microfractura se basa principalmente en la capacidad
condrogénica de las MSCs. Inicialmente, se localiza la lesién y se limpia todo el
cartilago dafiado. A continuacion, se hacen unas perforaciones de
aproximadamente 3-4 mm en la placa subcondral, con el fin de conseguir un
sangrado. La sangre contiene MSCs, fibrina y plaquetas que van a formar un
“supercoagulo”, que mads tarde serd transformado por las MSCs en tejido de
reparacién [40]. El principal inconveniente de esta técnica es que el tejido de
reparacién que se forma es similar al fibrocartilago, un tejido poco organizado con
grandes cantidades de colageno tipo |. Ademads, sus propiedades biomecanicas
son inferiores a las del cartilago articular hialino normal, con lo que la ECM de este
tejido puede romperse facilmente con el tiempo conduciendo al paciente al

desarrollo de una OA secundaria [35].
2.3.2. Técnicas de regeneracion

e Implantacion de condrocitos autélogos (ACI). La técnica ACI utiliza
condrocitos autdélogos expandidos in vitro y periostio (o una membrana de
coldgeno artificial) para reparar las lesiones del cartilago. La técnica ACl se
comenzo a aplicar en la préctica clinica en 1994 [41]. Esta técnica se inicia
con una artroscopia para obtener una biopsia de cartilago sano. A
continuacion, las células se extraen y se expanden in vitro hasta obtener
un nimero de células suficiente (1x10° células/cm?). Seguidamente, las
células cultivadas se implantan en la lesion articular, y el periostio o las
membranas artificiales comercialmente disponibles (Chondrogide®/
Restore®) se fijan a la lesidon. Finalmente, la lesidon se sutura y se sella con
gel de fibrina [42].

e Implantacidon de condrocitos autélogos en una matriz (MACI). En este
caso se implantan los condrocitos adheridos a membranas o en matrices
tridimensionales como coldgeno | y lll, acido hialurénico, etc. Esta

membrana constituye un soporte tridimensional para las células y deberia

13
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reunir una serie de requisitos para el adecuado desarrollo tisular, entre

los cuales estarian la distribucién uniforme de las células en la estructura
tridimensional, que facilite la difusién de las moléculas y que Ia
degradacion de la misma se produzca a igual ritmo que el
reemplazamiento por el tejido nuevo. Después de la colocacién de la
membrana con las células, ésta se sella y se recubre con fibrina o suturas
[43, 44].

e Condrogénesis autdloga inducida por matriz (AMIC). La técnica AMIC
combina el procedimiento de la microfractura con el uso de una
membrana artificial de coldgeno tipo I/Ill (Chondro-Gide®). Mediante la
microfractura, las MSCs migran desde el hueso subcondral hasta la lesién

|u

formando el “supercoagulo”, previamente descrito, que es estabilizado
mediante la membrana de colageno que recubre la lesion. Este soporte
estimula la diferenciacion de las MSCs y por consiguiente, la formacién de

un tejido de reparacion muy similar al cartilago hialino normal.

Este conjunto de técnicas basadas en el uso de condrocitos autdlogos presenta
serios inconvenientes. Muchos investigadores creen que Unicamente las pequefias
lesiones del cartilago pueden tratarse con esta técnica, y que incluso después de
la aplicacion de la ACI muchas de las lesiones persisten en el tejido. Ademas, se ha
descrito que durante la expansién in vitro los condrocitos sufren un cierto grado
de desdiferenciacion, perdiendo por lo tanto su morfologia y sus funciones
especializadas [45]. Las limitaciones atribuidas a este tipo de técnicas han
motivado la busqueda de procedimientos alternativos para la reparacion del

cartilago, como las técnicas de terapia celular basadas en el uso de células madre.

2.3.3. Técnicas de sustitucion

Las técnicas de sustitucion se emplean para la reparaciéon de las lesiones

osteocondrales.
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e Autoinjertos: mosaicoplastia. Esta técnica consiste en colocar cilindros

osteocondrales en la zona de lesidn. Los cilindros se obtienen de una zona
normal del cartilago, y al ser de diferentes tamafios pueden rellenar entre
el 90-100% de la lesidn. Esta técnica estd recomendada generalmente
para lesiones pequefias (2-3 cm?). La clave de la misma es restaurar el
contorno del defecto o lesidn y cubrirlo con cartilago hialino, procurando
dejar el minimo espacio entre los injertos para evitar la formaciéon de
fibrocartilago. Algunos de los inconvenientes que pueden producirse son
el hundimiento de la superficie del injerto y las diferencias en Ia
orientacién tisular y en el grosor del cartilago hialino de las zonas donante
y receptora.

e Aloinjertos. Los aloinjertos se utilizan para el tratamiento de lesiones
osteocondrales mayores de 3 cm de didmetro. Estdn indicados en
pacientes de hasta 50 afios de edad y cuando se produce una pérdida de
hueso subcondral importante. La ventaja de este tipo de injertos es que se
adaptan perfectamente al tamafo y curvatura de la lesién. El
inconveniente surge durante la conservacion del cartilago, ya que reduce
la viabilidad de las células, lo que repercute en la recuperacion de la

morfologia del cartilago.

3. CELULAS MADRE MESENQUIMALES

3.1. Definicién y biologia de las células madre mesenquimales

Una célula madre o progenitora es una célula indiferenciada capaz de
autorrenovarse y mantener su estado indiferenciado, o dividirse y diferenciarse en
otros tipos celulares. Se pueden dividir en dos tipos en funcién de su origen: las
células madre embrionarias (ESCs, del inglés embryonic stem cells) y las células
madre adultas (ASCs, del inglés adult stem cells). Las ESCs son células totipotentes

ya que pueden diferenciarse en células de las tres capas embrionarias. No
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obstante, esta elevada capacidad de proliferacién restringe su aplicacion. Por ello,

la mejor opcidn terapéutica en la actualidad es la utilizacién de las células madre
adultas derivadas del mesodermo, las células madre mesenquimales (MSCs, del

inglés mesenchymal stem cells).

El término “células madre mesenquimales” fue introducido por Caplan [46] en
base a la habilidad de estas células para diferenciarse hacia tejidos de origen
mesenquimal. Desde entonces, ha existido una gran controversia entre los
investigadores en cuanto a la nomenclatura y propiedades de estas células. En
base a los diferentes métodos de aislamiento, las MSCs han recibido distintos
nombres tales como células estromales de médula 6sea (BMSCs, del inglés bone
marrow stromal cells) [47], células inducibles de multilinaje adultas aisladas de
médula ésea (MIAMI, del inglés marrow-isolated adult multipotent inducible cells)
[48] o células progenitoras multipotentes adultas (MAPCs, del inglés progenitor
multipotent stem cells) [49]. En 2005, la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT) propuso el término de “células mesenquimales estromales” para referirse a
la poblacién de células adherentes al plastico aisladas de médula dsea u otros
tejidos, reservando el término de células madre mesenquimales para aquellas con
capacidad de diferenciacidn a grasa, hueso y cartilago [50]. A lo largo de esta tesis
hemos decicido utilizar el término “células madre mesenquimales”, dado que las
células aisladas de médula désea que se obtienen mediante el protocolo de
extraccion utilizado en nuestro laboratorio son capaces de diferenciarse a células

de la linea mesodérmica [51].

Las células madre mesenquimales (MSCs) poseen dos propiedades importantes: la
capacidad de autorrenovacion (que facilita su expansion in vitro) y la capacidad
para diferenciarse a células de la linea mesodérmica como son los adipocitos,
osteoblastos y condrocitos (Figura 7). Las fuentes celulares mas comunes de
MSCs son la médula dsea y el tejido adiposo [52], pero pueden aislarse a partir de
otros muchos tejidos como la membrana sinovial [53], el hueso trabecular [54], el

musculo [55], etc. Se ha descrito que su frecuencia en los tejidos disminuye con la
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edad [56], y mas importante aun, que el tejido de origen parece conferirles

caracteristicas particulares [57, 58]. Esta variabilidad puede relacionarse con el
hecho de que las MSCs son en realidad una poblacidn heterogénea de células.
Ademas, la heterogeneidad de las MSCs depende a su vez de los métodos de

aislamiento y las condiciones de expansion.

Céiulas madre

Figura 7. Procesos de diferenciacion de las células madre mesenquimales (MSCs). Las MSCs tienen la
habilidad de mantener su estado indiferenciado mediante su autorrenovacion o de dividirse y

diferenciarse a células especializadas.

De hecho, y debido a la ausencia de un marcador comun, la definicién de una MSC
se realiza en funcién del cumplimiento de 3 criterios minimos: su capacidad de
adherencia al soporte de cultivo (plastico), la presencia de varios marcadores de
superficie celular y la ausencia de marcadores de linaje hematopoyético, y por
ultimo, su capacidad de diferenciacion in vitro a los linajes osteogénico,
condrogénico y adipogénico, determinados generalmente mediante tinciones

histoquimicas e inmunohistoquimicas (Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios para la caracterizacion de las MSCs.

1 Adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar
2 Fenotipo Positivo (= 95%+) Negativo (< 2%+)
CD44 CD14
CcD73 CD34
CD90 CD45
CD105 HLA-DR
3 Diferenciacion in vitro: osteoblastos, adipocitos y condrocitos

3.2. El proceso de condrogénesis
v Definicién de condrogénesis

El proceso mediante el cual las MSCs se diferencian hacia condrocitos recibe el
nombre de condrogénesis [59]. La condrogénesis es la fase mas temprana del
desarrollo del esqueleto. In vivo, este proceso se inicia con el reclutamiento,
proliferacién y condensacién de un grupo de MSCs formando los nddulos
condrogénicos (Figura 8). El inicio de la condensacién estd asociado a un
incremento en la actividad del enzima hialuronidasa. Este enzima degrada el acido
hialurénico, que es un glicosaminoglicano de alto peso molecular (PM)
ampliamente distribuido en la mayoria de los tejidos embrionarios y adultos. Este
acido es el componente mayoritario de la ECM de las células mesenquimales y su
funcidn es prevenir las interacciones célula-célula y facilitar la migracién celular,
por lo que para que las células se agreguen es necesario degradar dicho acido. La
condensacion de las células también esta asociada a la aparicion de moléculas de
adhesion celular, tales como la N-cadherina neural (Cdh2), la molécula de
adhesidn celular neural (N-CAM) y la tenascina-C. Después de la condensacién, el
proceso condrogénico continua hacia la diferenciacion de las MSCs a condrocitos.
En este paso, las células modifican su morfologia y empiezan a sintetizar proteinas

especificas de la ECM del cartilago como los colagenos tipo Il, VI, IX 'y XI (Col I, VI,
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IX y Xl), diferentes PRGs y GAGs, principalmente agrecano y condroitin sulfato.

Finalmente, si el proceso no se detiene, los condrocitos se hipertrofian, entran en
apoptosis e inician la osificacion endocondral, proceso que conduce a la
calcificacion de la matriz cartilaginosa, la invasion vascular y finalmente a la

formacién del hueso [60, 61].
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Figura 8. Fases y regulacidn de la condrogénesis. PRGs, proteoglicanos; GAGs, glicosaminoglicanos;
N-CAM, moléculas de adhesion celular neural; MMP13, metaloproteasa de la matriz 13; TGFB, factor
de crecimiento transformante PB; FGF, factor de crecimiento fibroblastico; IGF1, factor de

crecimiento insulinico tipo I; BMP, proteina morfogénetica del hueso.

v" Regulacién de la condrogénesis

La condrogénesis esta regulada por un nimero importante de moléculas, entre las
que se incluyen factores de transcripcidn, factores de crecimiento solubles,

proteinas de la ECM y factores epigenéticos.

Entre los factores de transcripcion nucleares involucrados en la condrogénesis,

Sox9 ha sido el mas estudiado. Este factor se activa en los inicios de la
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diferenciacion y controla la expresién de los genes que codifican para los

colagenos anteriormente descritos y proteoglicanos como el agrecano, el
biglicano y el versicano, imprescindibles todos ellos para la formacién de la ECM
del cartilago. Por lo tanto, estas moléculas son indicadoras del grado de
diferenciacion de las MSCs hacia cartilago. Otros factores de transcripcion
miembros de la familia Sox, como Sox5 y Sox6, cooperan con Sox9 en la activacion
de estos genes [62]. Durante la fase de hipertrofia, los condrocitos sobreexpresan
el factor de transcripcién Runx2. Este factor de transcripcidén osteogénico activa la
expresion de genes que codifican para el colageno X (Col X), la fosfatasa alcalina y
las metaloproteasas de la matriz (MMP-13) [63, 64]. Recientemente, se ha
descrito que Sox9 suprime la expresion de Runx2, aboliendo la fase de hipertrofia

de los condrocitos [65].

Ademas de los factores de transcripcion, los factores solubles como los factores
de crecimiento pertenecientes a la superfamilia TGF-B, el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) y factores de la
familia Wnt también intervienen en la regulacion del proceso condrogénico [66].
Entre ellos, el TGF-B es un factor de crecimiento que se expresa al principio de la
condensacién condrogénica y que promueve la sintesis de fibronectina (proteina

que aumenta la expresidon de N-CAM) y la deposicidn de proteoglicanos.

Por otro lado, hay ciertas proteinas de la ECM que interactuan con las moléculas
de adhesion celular activando rutas de sefializacion intracelulares que inician la
transicion de las MSCs a condrocitos. Este es el caso de la proteina oligomérica de
la matriz del cartilago (COMP). Esta proteina interactlia con otras proteinas de la
ECM, incluyendo la fibronectina, diferentes colagenos, matrilinas y proteoglicanos
como el agrecano que participan también en la diferenciacién hacia condrocitos
[67, 68]. Los proteoglicanos de la ECM inicial, tales como el sindecano, versican y

perlecano, intervienen en la agregacion y condensacion de las MSCs.

Finalmente, se conoce que el proceso de condrogénesis también esta regulado

por mecanismos epigenéticos, ya que tanto la modificacién de las histonas,
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mediante deacetilasas (HDACs), como la metilacién del ADN, influyen en el

proceso condrogénico. Ademas, ciertos enzimas HDACs suprimen la expresion de

genes especificos del cartilago como es el Col Il [69].
v La condrogénesis in vitro

Existen numerosos protocolos para inducir la Médula 6sea
diferenciacién in vitro de las MSCs hacia
condrocitos [70]. En nuestro trabajo, hemos
utilizado un modelo de condrogénesis

basado en la formacién de agregados

celulares de alta densidad, también llamados
micromasas [71], a partir de MSCs aisladas

de médula dsea (Figura 9). De esta forma, la

alta densidad celular que se consigue con el
Miedio condrogénico
cultivo tridimensional en micromasa permite
las interacciones célula-célula estimulando a
las MSCs a imitar los eventos de
condensacién y diferenciacién que ocurren
durante la formacidn del cartilago hialino in
vivo. Las micromasas estan formadas entre
200.000 y 500.000 células, segun la
bibliografia [72-74]. Se forman por
centrifugacidon y el pellet resultante suele
incubarse en 500 pl de medio condrogénico. El medio condrogénico suele estar
formado por un medio esencial minimo como el DMEM, suplementado con los
agentes inductores de la condrogénesis. Estos agentes deberian comprender al
menos: (1) acido ascérbico o un analogo del mismo ya que promueve la formacion
de una ECM rica en coldgenos [75]; (2) una fuente de hierro, normalmente
transferrina; y (3) un factor de crecimiento transformante B como las proteinas

BMP2/4/6 o TGFB1/2/3 (en nuestro caso hemos utilizado la isoforma 3 del TGFB).
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Se ha descrito que las diferentes isoformas del factor difieren en su capacidad

para estimular la diferenciacion. De hecho, se ha descrito que las isoformas TGF
2 y TGFB 3 son mas condroinductoras que la de tipo TGFB 1, ya que incrementan
los niveles de ARNm de una gran variedad de genes del cartilago incluyendo el Col
I, el agrecano y la COMP [76]. Otro componente del medio condrogénico es el

glucocorticoide dexametasona [71, 77].

3.3. Aplicacion de las células madre mesenquimales para la reparacion del

cartilago articular

En la actualidad, la aplicacion clinica de las MSCs para reparar el cartilago se debe
principalmente a dos de sus caracteristicas: a su capacidad de diferenciarse a
condrocitos, restaurando por tanto la pérdida de la morfologia y funcién del
cartilago, y por otro lado, a su habilidad para secretar multiples moléculas, como
factores de crecimiento, citocinas y quimioquinas [78]. En este ultimo contexto, se
ha descrito que las MSCs pueden suprimir la proliferacion y la actividad de los
linfocitos T (CD4" y CD8") asi como de las células T [79, 80]. Entre las moléculas
secretadas se incluyen la IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1b, PGE2 y galectina-1 [81, 82]. Estas
moléculas intervienen en procesos celulares como la inmunidad, fibrosis,

apoptosis, angiogenesis, mitosis y diferenciacion [83].

4.- PROTEOMICA

4.1. Proteoma y secretoma

La protedmica es la disciplina encargada de abordar el estudio de los proteomas,
que son la totalidad de proteinas expresadas en un momento dado en un
organismo, organo, tejido o célula. Esta técnica no sdlo comprende la
identificacion y cuantificacion a gran escala de las proteinas, sino también el
estudio de su localizacion, modificacion, interaccién y funcién de las proteinas

(Figura 10) [84].
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Expresion

postraduccionaies diferencial

Figura 10. Principales aplicaciones de la Protedmica.

El término proteoma, entendido como el conjunto de todas las proteinas
expresadas por un genoma, se empled por primera vez en 1995 [85]. A diferencia
del genoma, el proteoma es muy dindmico, ya que su composicion varia
dependiendo de factores tanto internos como externos, tales como el medio
ambiente, edad, sexo, enfermedad, etc. que aumentan enormente su
complejidad. Ademds, en el estudio del proteoma se han de englobar las posibles
interacciones y modificaciones postraduccionales (PTMs) que experimentan las
proteinas, y que son imprescindibles para su funcién bioldgica. De hecho, hasta el
momento se han descrito alrededor de 200 posibles PTMs diferentes, lo que da

idea de la gran complejidad del proteoma celular [86].

Por su parte, el secretoma se define como el conjunto de moléculas (entre las que
se incluyen las proteinas), que son producidas y secretadas por una célula, tejido
u organismo en un momento determinado o bajo ciertas condiciones. Este
término fue empleado por primera vez por Tjalsma y colaboradores en el afio

2000 [87]. Las proteinas secretadas constituyen un importante subproteoma, y
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estan codificadas por aproximadamente el 10% del genoma humano [88]. Entre

ellas encontramos componentes de la ECM y también moléculas reguladoras que
participan en la mayoria de los procesos fisioldgicos, como sefializacién celular,
diferenciacion, invasion, metastasis, adhesidon celular, angiogénesis y apoptosis

[89].

En la actualidad, el andlisis protedmico del proteoma y secretoma de las MSCs
esta siendo posible gracias a los avances tecnoldgicos y metodoldgicos producidos
en las Ultimas décadas en los procesos de separacién de proteinas (como la
cromatografia liquida (LC) y la electroforesis bidimensional (2-DE)), en la
espectrometria de masas (MS), en el campo de la bioinformatica y también en los
métodos de aislamiento, expansion y diferenciacion de las MSCs. La aplicacion de
la protedmica para el estudio de las MSCs no sélo pretende obtener informacién
sobre la biologia de estas células, sino también sobre los mecanismos moleculares
que participan en la diferenciacién de las mismas hacia los distintos tipos

celulares.

Las primeras técnicas utilizadas para el estudio del proteoma de las MSCs se
centraban en el empleo de la 2-DE para separar las proteinas y la espectrometria
de masas para su identificaciéon. En 2004, se describio el primer perfil proteico de
las MSCs obtenidas a partir de médula 6sea usando la 2-DE [90]. Poco después,
Feldmann y colaboradores describieron el perfil proteico de las MSCs aisladas de
corddon umbilical usando la misma aproximacion [91]. En ambos estudios, los
mapas proteicos bidimensionales muestran las alteraciones en el proteoma de las
MSCs después de ser estimuladas con el factor de crecimiento TGFB-3. Sin
embargo, los perfiles proteicos mas completos de las MSCs se obtuvieron un afio
después mediante la combinacion de algun tipo de marcaje de proteinas seguido
de la técnica SDS-PAGE para el fraccionamiento de la muestra y del analisis por LC-
MS/MS para la identificacion y cuantificacion del mayor nimero de proteinas

posible [92, 93].
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Por su parte, las dos estrategias principales utilizadas para el analisis protedmico

del secretoma de las MSCs son, por un lado, el uso combinado de la separacién de
proteinas seguido de la identificacion de las mismas mediante MSy, por otro lado,
los ensayos inmunoldgicos (ELISA, Luminex®). El primer estudio centrado en el
andlisis de este subproteoma de las MSCs se realizé en 2003 [94]. Desde entonces
hasta la fecha, se han publicado mas de 30 trabajos relacionados con el secretoma

de las MSCs (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios realizados sobre el secretoma de las MSCs mediante técnicas

protedmicas.

a)

Org. Fuente de Tratamiento Tiempo de Tipo de Técnica Ref.
MSCs condicionado  muestra proteémica
Humano BMSCs/MIAM  Andlisis No se CM completo Array de [95]
| comparativo menciona citoquinas Bio-
de BMSCs Plex™
(expansion
21% O,) vs
células MIAMI
(expansion a
3% 0,)
Rata ADSCs Ninguno 24 h CM completo microarray de [96]
(10% suero) cDNA/
ELISA
Rata BMSCs Ninguno 24 h CM completo ELISA [96]
Rata BMSCs Transduccion 24 h CM libre de ELISA [97]
con gen suero
GATA-4
Ratén BMSCs Efectos del 4h Co-cultivo de ELISA [98]
secretoma de células T con
MSCs sobre la CM procedente
diferenciacion de MSCs
de células T
Humano ADSCs bFGF, EGF y 12 dias CM completo ELISA [99]
LPS (10% suero)
Humano ADSCs TNF 24 h Medio ELISA [100]
comercial
Humano ADSCs Hipoxia (1% y 72h CM completo ELISA [101]
21% 0,) (5% suero)
Humano BMSCs Respuesta 24 h CM libre de ELISA/array de [102]
inflamatoria suero anticuerpos para
enla citoquinas
enfermedad RayBio®
de Gaucher
Humano BMSCs Hipoxia 7 dias CM completo Ensayo Luminex® [95]
Raton BMSCs Effectos del 48 h CM completo Ensayo Luminex® [103]

secretoma de
MSCs sobre la
proliferacién y
produccion de
citoquinas de
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Humano
Humano

Humano

Humano

Humano

Rata

Ratén

Rata

Humano

Humano

Humano

Ratén

Ratén

Humano
Humano
Humano
Ratén +

Humano
Humano

26

UCMSCs
ADSCs

BMSCs

BMSCs

BMSCs

BMSCs

BMSCs

ADSCs

Tejido
adiposo

MSCs
derivadas de
la linea celular
HUES9.E1

UCMSCs

BMSCs

BMSCs

BMSCs
BMSCs
BMSCs
BMSCs

ADSCs

las células T

Ninguno
Ninguno

Diferenciacion
osteogénica

Incubacion sin
suero para
producir
factores
angiogénicos
Ninguno

Diferenciacion
osteogénicay
condrogénica

™M
procedente de
MSCs suprime
la produccién
de Ig por
parte de las
células
plasmaticas
Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Diferenciacién
osteogénica
Diferenciacion
osteogénica
Diferenciacion
osteogénica
Diferenciacion
neural

TNF

24,48,72y
96 h
24,48,72
and 96 h
48 h

24 h

No se

menciona

No se
menciona

No se
menciona

24 h

24h

3 dias

4 dias

42 h

42h

12and 16 h
24 h
24 h
24 h

48 h

CM libre de
suero

CM libre de
suero

CM completo

CM libre de
suero

CM completo

CM completo

CM completo

CM libre de
suero

CM completo

CM libre de
suero

CM libre de
suero

CM libre de
suero

Lisado celular
(busqueda de
proteinas
potencialment
e secretadas)
CM libre de
suero

CM libre de
suero

CM libre de
suero

CM libre de
suero

CM libre de

Ensayo Luminex®

Ensayo
Luminex®

Array de
anticuerpos para
angiogénesis
RayBio® /ELISA
Array de
anticuerpos para
angiogénesis
RayBio® /ELISA

Array de
anticuerpos para
citoquinas
RayBio®

Array de
anticuerpos para
citoquinasRayBio
®

Array de
anticuerpos para
citoquinas
RayBio®

Array de
anticuerpos para
citoquinas
RayBio® /ELISA
Array de
anticuerpos para
citoquinas
RayBio® /ELISA
Array de
anticuerpos para
citoquinas
RayBio® /LC-
MS/MS

Array de
citoquinas
RayBio®
LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS

LC-MS/MS

[104]

[104]

[105]

[106]

[94]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[97]

[118]
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suero
Humano BMSCs Efectos del 24 h CM completo LC-MS/MS [119]
secretoma de (0.2% suero)
MSCs sobre la
reparacion del
epitelio
pulmonar
Equino BMSCs Diferenciacion 4 dias CM libre de LC-MS/MS/ [120]
condrogénicay suero Array de
osteogénica anticuerpos para
angiogénesis
Humano BMSCs Ninguno 24 h Microvesiculas 1D SDS PAGE + [116]
aisladas a LC-MS/MS
partir del CM
libre de suero
Humano ADSCs Diferenciacion 6h CM libre de 1D SDS PAGE + [121]
adipogénicay suero LC-MS/MS
osteogénica
Humano UCMSCs Diferenciacion 12 h CM libre de 1D SDS PAGE + [122]
condrogénica suero LC-MS/MS
Humano BMSCs B, NCT, NCAy 21 dias CM completo 1D SDS PAGE + [123]
diferenciacion LC-MS/MS
condrogénica
Rata Tejido Insulina 48 h CM libre de 2DE LC-MS/MS [124]
adiposo suero
Raton Células A549 Ninguno 48 h CM completo 2DE + LC-MS/MS [125]
(MSCs)
Humano ADSCs Diferenciacion 16 h CM libre de 2DE + MS/MS [126]
adipogénica suero
Raton BMSCs bFGF 32h CM libre de SILAC + 1D SDS [127]
suero PAGE + LC-
MS/MS
Humano BMSCs Diferenciacion 18 h CM libre de SILAC + 1D SDS [128]
osteogénica suero PAGE + LC-
MS/MS
Humano BMSCs Diferenciacion 24 h CM libre de SILAC + 1D SDS [129]
condrogénica suero PAGE + LC-
MS/MS
Humano Tejido Ninguna 48-114 h CM libre de SILAC + 1D SDS [130]
adiposo (72hpara  suero PAGE + LC-
SILAC) MS/MS/SELDI
Raton Preadipocitos Diferenciacion 18 hal CM libre de SILAC + LC- [131]
373-L1 adipogénica final de suero MS/MS
los0,1,3,5
y 7 dias

a Organismo del que se obtienen las MSCs; CM, medio condicionado o secretoma; BMSCs, células
madre mesenquimales de médula ésea; ADSCs, células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo; UCMSCs, células madre mesenquimales de cordéon umbilical; MIAMI, células adultas
aisladas de médula ésea multilinaje inducibles; bFGF, factor de crecimiento fibroblastico basico; EGF,
factor de crecimiento epidérmico; LPS, lipopolisacarido; TNF, factor de necrosis tumoral; B, basal
NCT, células de la notocorda en tejido nativo; NCA, células de la notocorda en bolas de alginato;
SELDI, ionizaciéon por laser inducida en superficie; SILAC, marcaje isotdpico estable con aminoacidos

en cultivos celulares; LC-MS/MS, cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem.
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4.2. Metodologia utilizada en protedmica

El esquema basico de cualquier experimento en protedmica conlleva la extraccién
de proteinas, su separacion y su identificaciéon mediante espectrometria de masas
(MS) (Figura 11). La seleccion de la estrategia protedmica utilizada depende del
tipo de muestra a analizar (células, fluidos, explantes de tejido...) y del tipo de

instrumento disponible en el l[aboratorio.

* Lig. Sinovia
+ Orina

Figura 11. Tipos de estrategias protedmicas utilizadas en la actualidad. Cualquier experimento en
protedmica supone la extraccion de proteinas a partir de la muestra, su separaciéon y su
identificacion por MS. En este esquema se representa por un lado la estrategia de separacidn basada
en geles bidimensionales (2-DE), y por otro la separacion de las proteinas mediante cromatografia
liquida (LC). En ambos casos la identificacion de las proteinas se realiza por MS. Adaptada de Ruiz-

Romero y colaboradores [132].

4.2.1. Extraccion y digestion de proteinas

En investigacidon biomédica, la extraccién de proteinas suele realizarse a partir de
tejidos, cultivos celulares o biofluidos. En esta introduccidon nos centraremos en
describir la metodologia de extraccidon de proteinas a partir de micromasas, ya
que son los tipos de muestras que hemos empleado en el desarrollo de este

trabajo.

Las micromasas son agregados de células madre mesenquimales formados por

centrifugacion a partir de cultivos celulares. Generalmente, en un tubo de

28



INTRODUCCION

propileno cénico se colocan 250.000 células, que se centrifugan a 1500 rpm

durante 10 minutos. El pellet celular (o micromasa) resultante se cultiva durante
un cierto tiempo en funcion del experimento. En los estudios que se han realizado
para esta Tesis, las micromasas se cultivaron durante 14 dias en un medio
condrogénico. A continuaciéon, las micromasas recogidas a diferentes tiempos de
la condrogénesis (dias 2 y 14) se congelaron y se homogenizaron en tampon de

lisis con la ayuda de un molino mezclador.

Por su parte, el andlisis del secretoma procedente de las micromasas requiere el
cultivo de las mismas en un medio de cultivo sin suero bovino fetal (FBS). Para
ello, las micromasas se lavan primeramente con PBS o medio sin FBS para eliminar
las proteinas contaminantes procedentes del suero del cultivo, y a continuacién se
cultivan en medio sin FBS. El tiempo de incubacién en este ultimo medio depende
del tipo celular, pero normalmente oscila entre las 12-48 horas. Seguidamente, el
medio condicionado (CM) se recoge y centrifuga para eliminar los restos de
células muertas. A continuacién, el secretoma puede concentrarse mediante el
uso de amicones de 3-10 kDa, o bien ser directamente sometido a precipitacion

de sus proteinas con acido tricloroacético (TCA).

En ambos casos, las proteinas extraidas se desnaturalizan por calor o a través de
agentes quimicos como la urea o detergentes como el dodecil sulfato sédico (SDS)
o el 3-[(3-colamidopropilo) dimetilamonio]-1-propano (CHAPS) [133]. La presencia
de estos agentes desnaturalizantes interfiere negativamente en los procesos
posteriores de digestion enzimatica y analisis por MS de la muestra, por lo que su
cantidad en la muestra debe mantenerse al minimo. Una vez desnaturalizadas, las
proteinas se reducen y alquilan con el fin de prevenir su agregacion a través de la
formacién de enlaces o puentes disulfuro entre los grupos tiol de las cisteinas. Los
agentes reductores mas empleados son el ditiotreitol (DTT), el beta-
mercaptoetanol o la tributilfosfina (TBP), mientras que la iodacetamida (IAA) es el
alquilante mas comun [134]. Finalmente, para posibilitar el analisis por MS, las

proteinas han de ser digeridas enzimaticamente para obtener sus péptidos
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resultantes. Los enzimas mds utilizados para la digestién de proteinas se recogen
en la Tabla 3. En general, estos enzimas proteoliticos, también llamados

proteasas, difieren en la especificidad del punto de corte entre los residuos

aminoacidicos de la proteina.

Tabla 3. Proteasas comunmente empleadas en la digestidn de proteinas.

Proteasa

Punto de corte

Uso en proteémica

Tripsina
Quimotripsina

Elastasa

Proteinasa K

Endopeptidasa Lys-C

Endopeptidasa Lys-N

Endopeptidasa Glu-C

Lys, Arg (C)

Phe, Trp, Tyr (C)
Aminodcidos no
aromaticos y sin carga
Aminoacidos  alifaticos,
aromadticos o hidrofébicos

seguido de Try
Lys (C)

Cualquier aminodcido
seguido de Lys (N)

Glu seguido de cualquier

Digestion proteolitica comun
Digestion con multiples proteasas

Digestion con multiples proteasas

Digestion no especifica de proteinas de
unién a membrana
alternativa a

Enzima la tripsina para

aumentar la longitud de los péptidos;
marcaje con Oyg

Aumenta la longitud de los péptidos

Digestion con multiples proteasas; marcaje

aminodcido con O;g
Endopeptidasa Arg-C Arg (C) Digestion con multiples proteasas
Endopeptidasa Asp-N  Cualquier aminodcido  Digestidn con multiples proteasas

seguido de Asp

Lys, lisina; Arg, arginina; Phe, fenilalanina; Trp, triptéfano; Tyr, tirosina; Glu, acido glutamico; Asp,

acido aspartico; C, extremo carboxilo terminal; N, extremo amino terminal.

La tripsina es el enzima mas empleado para llevar a cabo la digestidn proteica.
Esta proteasa rompe el enlace peptidico entre los residuos de lisina (Lys) o
arginina (Arg), con la excepcién de los casos en que la Lys o Arg estén N-ligadas a
un acido aspartico, o en algunos casos en los que una prolina precede a una Lys o
Arg [135]. Tras la digestidn triptica, los péptidos resultantes tienen carga positiva,

lo que favorece su ionizacidn en el analisis por MS. Ademas, el uso de la tripsina es
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rentable dado su bajo coste y alta eficiencia de digestion. La digestién con este

enzima suele realizarse durante toda la noche, no pudiendo superar el tiempo de
digestion las 16 horas. La temperatura empleada habitualmente es de 37°C,
aunque en algun estudio se comprueba que a 50-60°C se reduce la autolisis del

propio enzima y se disminuye el tiempo de digestion [136].
4.2.2. Separacion de proteinas

El fraccionamiento o separacidon de la muestra es un paso clave en los estudios
protedmicos ya que reduce la complejidad de la misma, incrementando el nimero
de proteinas identificadas y mejorando la deteccion de aquellas que se
encuentran en concentraciones mas bajas. Las muestras proteicas pueden
fraccionarse mediante dos estrategias generales: las basadas en gel (como la
electroforesis) y las basadas en cromatografia liquida, también denominadas gel-

free.
4.2.2.1. Métodos de separacion basados en gel

El método de separacién en gel mas ampliamente utilizado en la actualidad es la
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes o SDS-
PAGE. Los geles de poliacrilamida son polimeros de acrilamida y generalmente
N,N-metilenbisacrilamida que forman una red porosa a través de la cual las
proteinas migran en funcién de la relacion PM/carga. El tratamiento de las
muestras con dodecil sulfato sddico (SDS) proporciona carga neta negativa a las
proteinas, eliminado la carga intrinseca de las mismas. De esta forma, la migracion

de las proteinas en el gel depende Unicamente de su PM.

La electroforesis bidimensional (2-DE) es otro método de fraccionamiento,
desarrollado por tres grupos de forma independiente en el afio 1975 [137, 138].
Esta técnica combina dos pasos de separacién con el fin de incrementar la
resolucién en los andlisis de mezclas complejas de proteinas, y por ello ha sido
muy utilizada en protedmica. En la 2-DE, las proteinas se fraccionan en primer

lugar mediante isolectroenfoque (IEF), mediante el que las proteinas se separan
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en funcion de su punto isoeléctrico (pl), y a continuacion se realiza una segunda

separacion basada en SDS-PAGE. La 2-DE presenta diversas ventajas como la alta
capacidad de resolucion de numerosas proteinas en una sola muestra y la
visualizacion directa de las proteinas intactas de la muestra analizada (a diferencia
de la cromatografia liquida). Esta técnica protedmica es una de las mas empleadas
para los analisis comparativos y permite la identificacion de las diferentes
isoformas proteicas y de sus PTMs. En cuanto a sus limitaciones, una de ellas es la
incapacidad para resolver proteinas con pls extremos (pl>11/pl<3), o proteinas
con un peso molecular mayor a 120 kDa. Ademas, no es lo suficientemente
sensible para detectar proteinas poco abundantes y la reproducibilidad entre los

geles es dificil de conseguir [139] ya que es poco automatizable.

La electroforesis diferencial en gel (DIGE, del inglés Diference gel electrophoresis)
es una variacion de la 2-DE desarrollada en 1997 [140] con el fin de resolver las
limitaciones anteriormente descritas en cuanto a reproducibilidad. En esta técnica
las proteinas de las muestras a comparar se marcan con fluorocromos diferentes
que derivan de la cianina CyDye (denominados Cy2, Cy3 y Cy5) que se unen
covalentemente al grupo e€-amino de las lisinas de las proteinas. Después del
marcaje, las muestras marcadas con fluorocromos distintos y un estandar interno
(mezcla de todas las muestras a comparar) se mezclan y se separan en un unico
gel. Ello reduce la variabilidad entre geles, posibilitando una cuantificacion mas
precisa de las proteinas y mejorando la reproducibilidad (Figura 12). Las diferentes
longitudes de onda de absorcién y emisién de los fluorocromos permiten obtener
el perfil de proteinas diferenciales de cada muestra a partir del mismo gel.
Ademas, la alta sensibilidad de los marcadores CyDye aumenta el rango dinamico

para la cuantificacién.
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Figura 12. Esquema representativo de la técnica de electroforesis diferencial en gel (DIGE). Tras la
extraccion de proteinas de las dos muestras a comparar se procede con el marcaje. Las dos muestras
(condicion 1 y condicidn 2) se marcan con los fluorocromos Cy3 y Cy5 respectivamente, mientras
que el estandar interno, formado por una mezcla de cantidades iguales de las dos condiciones, se
marca con Cy2. A continuacion, se mezclan las tres muestras marcadas y se separa la mezcla
mediante electroforesis bidimensional. Finalmente, los geles se escanean a diferentes longitudes de

onda y se realiza el analisis diferencial de las imagenes obtenidas.

4.2.2.2. Métodos de separacion cromatograficos

Las limitaciones de las técnicas de separacién basadas en gel han favorecido el
desarrollo de técnicas de separacidon basadas en la cromatografia liquida (LC)
acoplada a espectrometria de masas. A diferencia de la 2-DE, las técnicas de
cromatografia permiten el andlisis automatizado de un mayor numero de

muestras y gran sensibilidad. Sin embargo, la deteccién de isoformas y PTMs
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resulta mas complicada con este método. De ahi, que la eleccién del método de

separacion dependa de la muestra o estudio a realizar.

En todos los tipos de cromatografia los componentes de una mezcla se separan

por su interaccidn con una fase estacionaria y una fase mévil. En la LC, la muestra

se disuelve en una fase movil liquida que se hace pasar a través de una fase

estacionaria sélida que se encuentra fija dentro de una columna. Existen diversos

tipos de cromatografia liquida en funcion de la fase estacionaria utilizada: de fase

reversa (RP), de exclusion molecular (SEC), de intercambio idnico (IEC) (catidnico

(SCX) o anidnico (SAX)) o de afinidad [141].
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Cromatografia de fase reversa (RP). En la cromatografia de fase reversa
las proteinas se separan en base a su polaridad. Es un tipo de
cromatografia de reparto donde la fase estacionaria es apolar y la fase
movil polar. Las fases estacionarias son hidrocarburos de 4, 8 y 18 atomos
de carbono, conocidos como C4, C8 y C18, aunque las matrices C18 son
las mas empleadas. La fase movil suele estar formada por solventes
organicos como propanol o acetonitrilo (ACN). En este tipo de
cromatografia los péptidos, de naturaleza hidrofdbica, quedan retenidos
en la fase estacionaria. De manera que al ir aumentando el porcentaje de
acetonitrilo de la fase movil se va produciendo la separacion gradual de
los péptidos, primero los mas hidrofilicos y a continuacién los mas
hidréfobos.

Cromatografia de exclusiéon molecular (SEC). En la cromatografia de
exclusion molecular las proteinas se separan en funcién de su tamafio
molecular. En este caso no se producen interacciones entre las proteinas y
la fase estacionaria. La fase estacionaria es un gel poroso por donde
discurren las moléculas a separar. El diametro de tamafio del poro
determina la separacién, de manera que si las proteinas son mas grandes
no pueden penetrar a través de los poros y son excluidas. Por tanto, estas

proteinas eluyen mas rapidamente que las proteinas mas pequefias, que
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si pueden penetrar a través de los poros y permanecen mas tiempo en la
columna, por lo que eluyen en ultimo lugar.

Cromatografia de intercambio idénico (IEC). En la cromatografia de
intercambio idnico las proteinas se separan en funcidon de su carga. En
este tipo de cromatografia las proteinas con carga opuesta a la de la fase
estacionaria quedan retenidas. La elucion de las proteinas retenidas se
realiza aumentando la fuerza idnica de la fase mévil, de forma que las
proteinas con menos carga eluyen primero y las de mayor carga eluyen al
final. Hay dos tipos de cromatografia de intercambio idnico en funcién de
la carga de la fase estacionaria: intercambio catidnico (fase estacionaria
cargada negativamente) o intercambio anidnico (fase estacionaria cargada
positivamente). En protedmica, la cromatografia de intercambio catidnico
se ha empleado mucho para la separacion de muestras complejas de
péptidos.

Cromatografia de afinidad. En la cromatografia de afinidad las proteinas
se separan por su afinidad o capacidad de unién a un ligando especifico de
la fase estacionaria. En este caso, las proteinas que se retienen en la
columna son aquellas que se unen especificamente al ligando. Este
ligando puede ser un anticuerpo (inmunocromatografia), un ién metalico
(IMAC, Immobilized Metal Affinity Chromatography), un enzima, una
lectina, etc. Después de la union al ligando, las proteinas de interés se
eluyen mediante el empleo de una solucidn que contiene un ligando libre
0 un compuesto que desestabilice la interaccion ligando-proteina. La
principal ventaja de este método es su alta selectividad.

Cromatografia multidimensional. Debido a la gran complejidad de las
muestras bioldgicas, la opcidon de separacién mas utilizada hoy en dia en
protedmica es la cromatografia multidimensional [142]. Este tipo de
cromatografia combina dos o mas métodos cromatograficos basados en
mecanismos de separacion diferentes. En la actualidad, la combinacién

generalmente utilizada es la que emplea una primera separacién de
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intercambio catidnico (SCX) seguida de una cromatografia de fase reversa.

En este modelo, el primer método cromatografico proporciona una alta
capacidad de carga mientras que la fase reversa elimina las sales y
contaminantes de las muestras, proporciona una buena resolucion en la
separacion de los péptidos y puede ser directamente acoplada al

espectrometro de masas.
4.2.3. Espectrometria de masas-MS

La espectrometria de masas (MS) es una técnica ampliamente utilizada en el
campo de la protedmica para la identificacion de las proteinas y la caracterizacién
de sus PTMs. La identificacidon de proteinas mediante MS consta de una serie de
pasos: la ionizacidon de la muestra, la separacion de los iones segun su relacidn
masa/carga (m/z) y, por ultimo, la deteccion de los iones. Estos pasos dependen
del tipo de espectrémetro de masa utilizado. Los espectrémetros de masas estan
formados bdsicamente por una fuente de iones, un analizador y un detector. En la
Figura 13 se representan los componentes principales de un espectrometro de
masas. El sistema de entrada introduce la muestra en la fuente de iones, donde se
generan iones en fase gaseosa a partir de mezclas en estado sélido o liquido.
Dichos iones atraviesan posteriormente un analizador de masas, donde se
separan en funcién de su relacién m/z. Finalmente, los iones llegan al detector
que convierte el haz de iones en una sefial eléctrica que pueda ser procesada,

almacenada e interpretada, dando lugar al espectro de masas.
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Figura 13. Componentes bdsicos de un espectrometro de masas.

4.2.3.1. Métodos de ionizacion
+ Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS)

La espectrometria de masas SIMS utiliza la alta energia (5-25 KeV) de particulas
cargadas de un haz de iones primarios, como por ejemplo, Ar’, Ga*, In*, Cs*, que se
aceleran y se hacen impactar sobre la superficie de la muestra. La energia cinética
asociada de los iones primarios se transfiere a la muestra tras el impacto. Esta
transferencia de energia induce una cascada de colisiones entre atomos vy
moléculas de la superficie que se liberan de la misma cuando su energia cinética
es mayor que la energia de enlace del sustrato, formando iones (iones
secundarios) que son los que proporcionan la informacion cualitativa vy

cuantitativa sobre la composicidon molecular de las muestras [143].

La técnica SIMS principalmente desorbe e ioniza elementos y pequefias

moléculas. El rango de masas utilizado estad limitado a un valor de m/z de 1000
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por la amplia fragmentacién de la superficie, aunque el uso de una matriz como

las utilizadas para MALDI (descrito a continuacién) puede superar este limite y
mejorar la deteccion para masas mas elevadas. La principal ventaja de esta

técnica es la posibilidad de proporcionar una elevada resolucidn espacial.

En SIMS se hace una distincién entre el modo estatico y el modo dindmico. Estas
dos aproximaciones difieren en el grado de dafio sobre la superficie y se usan para
propdsitos diferentes. El SIMS estatico usa una dosis de iones primarios mas baja
y minimiza la interaccién de los iones a la mono-capa de moléculas en la parte
superior [144]. Por su parte, el SIMS dinamico es mas destructivo, ya que utiliza
una dosis de iones primarios mayor que resulta en interacciones en las capas mas
profundas de la superficie a estudiar. El SIMS estatico se utiliza para imaging
cualitativo [145], mientras que el SIMS dinamico se emplean en estudios de

imagen cuantitativos elementales [146].
<+ Desorcion/lonizacion laser asistida por matriz (MALDI)

La técnica MALDI se ha utilizado habitualmente para el estudio de proteinas,
péptidos, polimeros y lipidos debido a su capacidad para generar iones. Un
experimento de MALDI-MS requiere que la muestra se coloque sobre una
superficie conductora a la cual se le afiade matriz para favorecer la ionizacién. La
adicion de la matriz permite la extraccién de las moléculas de la muestra, la
formacién de los cristales de la misma conjuntamente con el analito y la absorcion
de la energia del ldser para una ionizacion suave de las moléculas. Una vez
depositada la matriz, la muestra se irradia con un laser, que induce la desorcién y
la ionizacién de los cristales, realizando un barrido de la superficie a analizar. Los
iones formados en estado gaseoso se separan segln su relacion m/z por el
analizador de masa. De esta manera, la técnica MALDI permite analizar no sélo
digeridos de proteinas, sino también areas de tejido con un rango de masas de

500 a méas de 100.000 m/z.
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Figura 14. Ejemplos de los sistemas de ionizacién utilizados en espectrometria de masas.

= lonizacién por electrospray (ESI)

En la ionizacidn por electrospray, la muestra disuelta en una fase mévil volatil, se
bombea a través de un fino capilar metalico, en cuyo extremo se aplica un
potencial eléctrico elevado (3-6 kV). Este potencial crea un fuerte campo eléctrico,
que produce reacciones de oxidacion-reduccién que provocan que el liquido
emerja como gotas finas cargadas eléctricamente. Estas gotas causan la desorcidn
de los iones, que alcanzan la fase gaseosa. La formacion del electrospray ocurre a
presién atmosférica y es generalmente asistida por un flujo de nitrégeno. Una
importante caracteristica de la fuente de ionizacion ESI es su tendencia a producir
iones multicargados, lo que origina espectros de masas complicados pero mejora

la exactitud de las mediciones de masas elevadas.
%+ lonizacién electrospray por desorcion (DESI)

La técnica de ionizacion electrospray por desorcidn (DESI) se produce mediante la

interaccidn de gotas cargadas generadas por electrospray con la superficie de la
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muestra. El impacto de las gotas con la superficie produce una segunda

generacion de gotas cargadas con moléculas de la superficie a analizar disueltas
en el interior. Estas gotas evolucionan en el proceso de electrospray para generar
los iones en forma gaseosa que son dirigidos hacia el interior del espectrometro

de masas [147, 148].

Los iones medidos a partir de la superficie de los tejidos por DESI son
principalmente lipidos monocargados, por lo que su uso se limita principalmente a
estudios de lipidomica [148, 149]. Esta técnica, en general proporciona una
resolucién espacial menor que las técnicas SIMS o MALDI aunque no necesita un

tratamiento previo de la muestra.
4.2.3.2. Analizadores de masa

Los analizadores de masa permiten la separacion de los iones en base a su
relacién m/z (Figura 15). De los cuatro grandes grupos en que pueden dividirse los
analizadores de masas: analizadores de sectores (eléctricos y/o magnéticos), de
cuadrupolo (Q), de tiempo de vuelo (TOF), y de confinamiento de iones (trampa
idnica, orbitrap y analizadores de resonacia ciclotrénica de iones, ICR), sélo los
primeros no tienen una utilizacion amplia en protedmica. Cada analizador tiene
un rango de masas, velocidad de andlisis, resolucion, sensibilidad, transmisién de

iones y rango dindmico caracteristico.
<+ Analizador de tiempo de vuelo-TOF

En un espectrometro de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF), los iones
son extraidos de la fuente de ionizacion e inmediatamente son acelerados
mediante la accion de un campo eléctrico para lograr la uniformidad en sus
energias cinéticas antes de que entren al analizador. Debido a que los iones que
entran en el analizador tienen (idealmente) la misma energia cinética, de acuerdo
con la ecuacion E=(1/2)mv?, la velocidades de llegada al detector son
inversamente proporcionales a sus masas. Es decir, los iones mas pesados tienen

una velocidad menor y tardan mas tiempo en llegar al detector, mientras que los
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iones mas pequefios tienen una velocidad mayor y son los primeros en llegar al

detector. Por tanto, los analizadores TOF miden el ratio m/z en base al tiempo que

tardan los iones en llegar al detector.

Los analizares de tipo TOF tienen una transmisién idnica eficiente (50-100%) por
lo que son instrumentos muy sensibles. Sin embargo, su deficiencia principal es el
poder de resolucidn, lo que tiene su origen en que iones de igual m/z presentan
cierta dispersion en los valores de energia cinética después de la aceleracion, y
por lo tanto iones de un valor de m/z dado se superponen con los valores de m/z
proximos al detector. Esta deficiencia se compensa mediante la utilizacion de un
reflector idnico electrostatico, denominado reflectrén. El reflectron es un campo
eléctrico que actia como espejo devolviendo los iones hacia el tubo de vuelo con
una direccién opuesta a la inicial y en un determinado &ngulo, alargando el
espacio que tienen que recorrer los iones. Asi, estos iones impactaran al detector
al mismo tiempo que aquellos iones mas lentos que tienen el mismo valor de m/z
y penetran menos en el mismo. Este sistema TOF-reflectron incrementa el poder
de resolucion pero limita el rango de masa que puede analizarse. Este tipo de
analizadores evolucionaron con el tiempo, introduciendo una celda de colisién
(CID) para producir la fragmentacion de los iones que se seleccionan en un primer
analizador de tiempo de vuelo (TOF,), y posteriormente separar los fragmentos
generados en un segundo tiempo de vuelo (TOF,), obteniendo los espectros de
fragmentacion o espectros de MS/MS. Este ultimo tipo de instrumentos se
conocen como TOF/TOF y tienen una mayor resolucion y exactitud de masa. La
fragmentacién o disociacién se produce por la colisién de iones con un gas inerte
que se introduce en la CID, generalmente nitrégeno. Este tipo de analizador se

suele emplear con la fuente de ionizacidn de tipo MALDI.
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Figura 15. Tipos de analizadores de masas mas empleados en protedmica.

<4 Analizador de cuadrupolo

Un cuadrupolo estad formado por cuatro barras cilindricas paralelas equidistantes
a un eje central imaginario, a las que se aplica un potencial de corriente continua,
sobre el que se superpone un potencial de radiofrecuencia. Los iones atraviesan el
interior de las barras y el campo creado en ellas actia a modo de filtro,
determinando qué iones alcanzaran el detector. Algunos iones alcanzardn el
detector dependiendo del campo de radiofrecuencia aplicado, asi como de su
relacién m/z, mientras que los demas se desestabilizan y chocan contra las barras.
Variando la intensidad del campo de radiofrecuencia puede lograrse que salgan
sucesivamente del analizador iones de diferentes m/z y generarse un espectro de
masas. Un espectrémetro de masas puede utilizar varios quadrupolos situados
uno después del otro. El mas empleado en protedmica es el triple cuadrupolo por
su capacidad de fragmentar los iones obteniendo espectros MS/MS. En este

aparato, el primer cuadrupolo separa los iones procedentes de la fuente idnica, en
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el segundo se realiza la fragmentacidn de los iones con un gas inerte, y en el

tercero se analizan los iones resultantes de la fragmentacion. Este tipo de

analizador se suele emplear con fuentes de ionizaciéon de tipo ESI.

< Analizador de trampa de iones

Este tipo de analizadores permiten el confinamiento de iones durante tiempos
prolongados dentro de una camara de pequefio tamafio utilizando campos
eléctricos o magnéticos. Consta de un electrodo que constituye un anillo central y
dos electrodos colectores, y la separacién de los iones se produce almacenando
los iones en el espacio central y manipulando su movimiento en el tiempo. El
campo se crea aplicando un sistema de radiofrecuencias en el anillo central. Los
iones procedentes de la fuente de ionizacidon penetran en el electrodo colector y
segin su m/z y el campo aplicado, circulan en una 6érbita estable o se

desestabilizan pasando al detector.

Un rasgo adicional de la trampa es que ésta permite aislar iones individuales que
luego pueden excitarse para su fragmentaciéon por CID con moléculas de helio
introducidas en la trampa. Los fragmentos generados pueden ser a su vez
seleccionados y fragmentados de nuevo en la misma trampa, de forma que el
sistema equivale a un sistema de espectrometria de masas en tandem multiple.
Este proceso de aislamiento/fragmentacion puede realizarse repetidamente v, si
bien en la practica del analisis protedmico raramente se requieren mas de 3 de
estas etapas, las trampas idnicas comerciales son capaces de realizar MS" con
n=15. Este tipo de analizadores tienen una resolucidon limitada y una
relativamente baja capacidad de atrapar iones, lo que ha conducido al desarrollo
de la trampa de iones lineal (LIT, linear ion trap) o la trampa lineal cuadrupolar

(LTQ, linear trap quadrupole).

Un tipo especial de trampa de iones es el orbitrap (trampa orbital). En ella, los
iones son introducidos de forma perpendicular y adquieren un movimiento radial

alrededor del electrodo central, con un movimiento axial periddico cuya
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frecuencia es una funcién de su valor m/z. El orbitrap es quizés el analizador de

iones mas joven en espectrometria de masas, aunque por sus caracteristicas
(principalmente su alta resolucion y su velocidad de andlisis) se ha introducido
rapidamente en el drea de la protedmica. Estd comercializado por una Unica
compaifiia, ThermoFisher, acoplado a un LTQ que se utiliza para la acumulacién de
iones y su inyeccion en el Orbitrap, asi como para llevar a cabo la fragmentacion

de iones en alguno de sus modos de espectrometria de masas en tandem.

El analizador de resonancia ciclotrénica de iones con transformada de Fourier (FT-
ICR) es otro tipo de trampa de iones. En este caso, el centro del analizador
consiste en un campo eléctrico cuadrupolar combinado con un campo magnético
homogéneo que permite confinar los iones en su interior (el campo cuadrupolar
confina los iones axialmente mientras que el campo magnético lo hace
radialmente). Esta celda ICR puede tomar diferentes formas con un ndmero
variable de electrodos. La FT-ICR se basa en la utilizacion del proceso de
resonancia ciclotrénica para la determinacién de la masa de un ién. Los iones en
movimiento perpendicular a un campo magnético adquieren una trayectoria
circular de una frecuencia de giro (frecuencia ciclotrénica) que depende de su
relaciéon m/z y del valor del campo. Como en el caso del orbitrap, el FT-ICR se
utiliza acoplado a un sistema de inyeccién de iones, generalmente una trampa

LTQ.

<+ Analizadores de masas hibridos

En los ultimos afios, los analizadores han evolucionado con el objetivo de mejorar
muchas de sus caracteristicas como la resolucion y la exactitud de masa. Con esta
finalidad han surgido los espectrometros de masas hibridos, que estan formados
por la combinacién de mas de un analizador de masas. En la Tabla 4 podemos ver
las combinaciones de analizadores mas cominmente empleados en el campo de

la protedmica.
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Tabla 4. Caracteristicas de los espectrémetros de masas hibridos mas empleados

en protedmica.

Rapidez
Exactitud Rango
Instrumento Aplicaciones Resolucién Sensibilidad de
de masa dinamico
escaneo
LIT (LTQ) Identificacion 2000 100 ppm Femtomoles 1x10* Réapida
(“bottom-up”), LC-MS",
analisis de muestras
complejas
TQ Cuantificacion (SRM, 2000 100 ppm Atomoles 1x10° Modera
MRM), analisis de da
muestras de
complejidad media
LTQ- Identificacion (“top- 100000 2 ppm Femtomoles 1x10* Modera
Orbitrap dow”) y cuantificacién, da
PTM
LTQ-FTICR Identificacion 500000 <2 ppm Femtomoles 1x10° Baja
Q-FTICR (“bottom up”/”"top
down”)y
cuantificacién, PTM
Q-TOF Identificacion 10000 2-5 ppm Atomoles 1x10° Modera
IT-TOF (“bottom up”/"top da
down”), PTM Répida
Q-LIT Cuantificacién (SRM, 2000 100 ppm Atomoles 1x10° Modera
MRM), analisis de da
muestras de Rapida
complejidad media
TTOF Identificacién/cuantific 40000 <2 ppm Atomoles 1x10° Répida

acién

LIT: trampa de iones lineal; LTQ: trampa lineal cuadrupolar; TQ: triple cuadrupolo; Orbitrap: trampa

orbital; FTICR: transformada de Fourier resonancia idnica ciclotrénica; Q: cuadrupolo; TOF: tiempo

de vuelo; IT: trampa de iones; TTOF: triple TOF; PTM: modificaciones postraduccionales; MRM:

monitorizacion de reaccion multiple; SRM: monitorizacion selectiva de reaccion. Modificada de

[150].
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4.2.3.3. Identificacion de proteinas mediante MS

Las proteinas pueden identificarse siguiendo dos aproximaciones: “de abajo-
arriba” o “de arriba-abajo” (“bottom-up o top-down”). En la estrategia “bottom-
up”, la identificacion de las proteinas se realiza a partir de los fragmentos
peptidicos obtenidos tras una digestion enzimatica (habitualmente con tripsina).
En la “top-down”, las proteinas se identifican a partir de espectros de masas de
proteinas intactas, que se fragmentan en su totalidad en el espectrémetro de
masas sin digestion proteolitica previa. En ambos casos, la identificacion de las
proteinas se realiza comparando las masas experimentales con las masas tedricas
resultantes de una digestioén in silico a partir de una base de datos protedmica o

gendmica [151].

B5 Wis/Mis

Figura 16. Aproximaciones metodoldgicas para la identificacion de proteinas. En la aproximacion
denominada “botom up” (A), la identificacion de proteinas presentes en una muestra se realiza a
través del analisis por MS y/o MS/MS de los péptidos resultantes de digerir las proteinas con un
enzima proteolitico. En la aproximacion denominada “top down” (B), la identificacion de las

proteinas se realiza a través de los espectros de MS y/o MS/MS de las proteinas intactas.
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Uno de los métodos mas empleados para la identificaciéon de proteinas es el que

se conoce con el nombre de huella peptidica (peptide mass fingerprint o PMF). La
identificacion de proteinas mediante PMF requiere la separacion previa de las
proteinas de interés mediante electroforesis mono-(SDS-PAGE) o bidimensional
(2-DE), la digestidn de las mismas in situ, en el gel, y la extraccidn de los péptidos
para su analisis por MS. Finalmente, las proteinas se identifican en base a los

péptidos que se obtienen tras la digestidn.

Cuando el espectro de masas obtenido o huella peptidica no es suficiente para
obtener una identificacidon con confianza puede usarse el espectro de
fragmentacidon obtenido por espectrometria de masas en tandem (MS/MS). En
este caso, los espectros de fragmentacion adquiridos para cada péptido se

correlacionan con los espectros tedricos contenidos en bases de datos.

Otro método de identificacién de proteinas basado en datos de MS/MS es la
secuenciacion de novo, que consiste en la interpretacion manual de los espectros

para obtener la secuencia de aminoacidos.
4.2.4. Cuantificacion de proteinas

En la actualidad, la protedmica cuantitativa estd ganando terreno con respecto a
la identificativa, ya que muchas veces no es suficiente saber qué proteinas estan
presentes en la muestra, sino que también es necesario conocer cOmo varian sus

niveles de expresion entre los diferentes tipos de muestras sujetas a estudio.
4.2.4.1. Cuantificacién de proteinas basada en gel

Los métodos de cuantificacion basados en gel requieren la separacion previa de
las proteinas mediante electroforesis y su posterior visualizacion empleando alguin
tipo de tincion. Generalmente, las proteinas pueden teiirse mediante
colorimetria mediante el uso por ejemplo de la tincidon azul de Coomassie (CBB;
Coomassie Brilliant Blue) [152] o la tincidon de plata [153-155], y mediante

fluorescencia con la tincion de SYPRO Ruby [156] o los fluorocromos CyDye. La
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aplicaciéon de un método u otro depende de factores como la sensibilidad, el

rango lineal, el equipo de adquisicion de imagen disponible o la compatibilidad
con las técnicas de identificacién posteriores. En la Tabla 5 se recogen las

caracteristicas de estos métodos de tincion.

Tabla 5. Principales caracteristicas de los métodos de tincién mds frecuentes.

Adaptada de Miller y colaboradores [157].

Compatibilidad

Método Deteccion Sensibilidad Rango lineal
con MS
Azul de
Colorimetria 10-100 ng ++ ++
Coomassie
Tincién de
Colorimetria 0.1-1ng + +
plata
SYPRO Ruby Fluorescencia 1ng ++++ +++
DIGE Fluorescencia <lng +H++ ++

El azul de Coomassie es un colorante que se une de forma reversible a los grupos
amino de las proteinas. En protedmica se utilizan dos tipos: el R-250 y el G-250
(coloidal). Este tipo de tincién es muy facil de usar, tiene un bajo coste y presenta
una alta compatibilidad con los andlisis de MS. Sin embargo, esta tincion presenta
una baja sensibilidad, del orden de 10-100 nanogramos (ng) de proteina para el R-

250y 10-30 ng para el CCB coloidal [158].

El protocolo mas utilizado de tincidn de plata consiste en el uso de nitrato de plata
y formaldehido seguido del revelado mediante una solucion de carbonato calcico,
aunque existen otros protocolos alternativos [159]. La tincidon de plata es un
método bastante sensible ya que permite la deteccién de cantidades de proteina
del orden de 1 ng [157]. Uno de los inconvenientes de la tincion de plata es que la
reaccion de tincion se detiene en un cierto momento para prevenir la
sobresaturacion de la sefial. Esta accién genera problemas en la reproducibilidad

de los geles tefiidos. Las principales limitaciones de este tipo de tincidon son su
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incompatibilidad con el andlisis de MS posterior y su reducido rango dinamico (de

uno a dos ordenes de magnitud), que la hacen poco adecuada para la

cuantificacion.

Mds recientemente se han desarrollado métodos de tincion fluorescentes que han
mejorado la cuantificacion de proteinas en geles 2-DE. En este tipo de tinciones,
las proteinas se marcan con fluorocromos antes o después de la electroforesis, y
se detectan al ser excitadas con luz ultravioleta o laser. Ademas, presentan una
mayor sensibilidad, aunque tienen inconvenientes como el elevado coste y la
necesidad de sistemas de captacién de imagen especificos. La tincidn de SYPRO
Ruby utiliza un mecanismo de tincién similar al CBB coloidal, basado en la
utilizacién de un reactivo que contiene metales tipo rutenio y se une a los
residuos de aminodcidos bdsicos de las proteinas. La tincion SYPRO Ruby es tan
sensible como la tincién de plata, pero es mas sencilla y reproducible, compatible

con el andlisis MS y posee un elevado rango dindmico [160].

También existen otros métodos de tincidn fluorescentes que se aplican antes de
realizar la separacién de las proteinas, y que consisten en incorporar moléculas
fluorescentes a la muestra de proteinas a estudiar. Los fluorocromos derivados de

la cianina CyDye, que se emplean en la técnica DIGE, son los mas utilizados [140] .
4.2.4.2. Cuantificacion de proteinas basada en MS

Los métodos de cuantificacion basados en MS pueden aplicarse tanto para
estimar la abundancia absoluta como relativa de los niveles de proteina. En
general, la cuantificacién de las proteinas en protedmica suele ser relativa, debido
a la indisponibilidad de patrones de concentracidon conocida para poder crear

curvas de calibrado y asi realizar una cuantificacién absoluta.

Una de las estrategias de cuantificacion mas robusta es la que se lleva a cabo
marcando las proteinas o péptidos mediante isétopos estables, de manera que
una de las muestras se marca con un isétopo ligero, mientras que la/s otra/s se

marcan con isétopos pesados. Los péptidos asi marcados producen, en el andlisis
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de MS, parejas o grupos de picos con una diferencia de masa caracteristica a la de

los isétopos usados. La abundancia relativa de los péptidos puede medirse por
comparacion de las intensidades o areas descritas bajo estos picos.
Alternativamente, los péptidos pueden marcarse mediante marcadores
isobaricos, en cuyo caso los péptidos presentardn la misma masa tras su marcaje
pero producirdn fragmentos idnicos distinguibles en el analisis de MS/MS, que
pueden ser usados para la cuantificacion. Este tipo de marcajes diferenciales de
las proteinas o péptidos permite la cuantificacion relativa de las proteinas o

péptidos de una muestra en un Unico andlisis shotgun.

En general, las técnicas de marcaje isotopico estan basadas en la cuantificacién a
nivel de los espectros de MS, de manera que se buscan las sefales que difieren
entre si por una variacion especifica en su relacién m/z y la concentracion relativa
de un péptido dado se obtiene por comparacion de las intensidades de las sefiales
correspondientes. Estas técnicas permiten el andlisis simultaneo de un numero
limitado de muestras, mientras que las técnicas de marcaje isobarico, basadas en
los espectros de MS/MS, permiten el anélisis de un nimero mayor de muestras.
Los isétopos estables pueden incorporarse metabdlica-, quimica- o
enzimaticamente a las proteinas o péptidos presentes en la muestra [161, 162].
En el marcaje metabdlico, los isétopos se incorporan a las proteinas durante el
crecimiento de las células en cultivo. Por su parte, la incorporacion enzimatica se
lleva a cabo durante la digestion triptica de las proteinas, mientras que en el
marcaje quimico las proteinas o péptidos se marcan mediante exposicion a los

reactivos con los que se produce su marcaje isotépico.

Todos estos métodos proporcionan informacidon cuantitativa relativa. Para la
cuantificacion absoluta de las proteinas se utilizan las técnicas de dilucidn
isotépica. La cuantificacion absoluta mediante dilucidn isotdpica consiste en
afadir a la propia muestra una cantidad conocida de patrones marcados
isotopicamente con Cy N de los mismos péptidos a cuantificar. Estos péptidos

se separan por cromatografia conjuntamente con la muestra a la que se han
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adicionado (eluyen al mismo tiempo de retencién pero con distinta masa).

Finalmente, a partir del ratio entre el péptido sin marcar (muestra) y el marcado
se podra calcular la concentracién absoluta del péptido, y por consiguiente de la
proteina (si el péptido es especifico/exclusivo de esa proteina). Ejemplos de
métodos de cuantificacién absoluta son el PSAQ (Protein Standard for Absolute
Quantification) que utiliza proteinas completas marcadas isotépicamente como
estandares internos que se afaden a la muestra inicial [163] o el método AQUA
(‘Absolute Quantification’) que utiliza péptidos sintéticos que se afiaden a la

muestra durante o después de la digestidon enzimatica [164].

En la actualidad, también se han desarrollado métodos protedmicos que permiten
la cuantificacién de proteinas sin el uso de ningun tipo de marcaje. Esta
aproximacién “sin marcaje” o label-free se basa principalmente en el contaje de
los espectros generados por las proteinas identificadas en el andlisis MS/MS (en
inglés “spectral counting”). La cuantificacién se realiza comparando el nimero de
espectros de MS/MS identificados de la misma proteina en cada experimento de
LC-MS/MS (Figura 17). Este tipo de cuantificacidon presenta una menor precision
en comparacion con los métodos basados en marcaje con isétopos estables.
Ademas, como los péptidos pueden ionizar de manera diferente en cada uno de
los experimentos, sus intensidades pueden variar de un andlisis a otro,
dificultando su correcta cuantificacién. Sin embargo, las recientes mejoras en la
instrumentacion han aumentado enormemente la reproducibilidad, por lo que
este método es cada vez mas empleado ya que permite cuantificar un mayor
rango dinamico de concentraciones, y en general es una metodologia mucho mds

sencilla y barata [165].
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Figura 17. Aproximacion label-free para la cuantificacion de proteinas.

Otra técnica label-free empleada en la cuantificacién de proteinas diana poco
abundantes procedentes de mezclas complejas es lo que se llama Selected
Reaction Monitoring (SRM) o Multiple Reaction Monitoring (MRM). Esta técnica
generalmente se lleva a cabo en un espectrometro de masas de tipo triple
cuadrupolo, donde el Q1 actua como filtro aislando el ién precursor, en el Q2 se
produce la fragmentacion del ién y Q3 selecciona los fragmentos especificos del
ion. La MRM permite el analisis de un gran niumero de muestras y es cada vez mas

empleada para la verificacidn de los resultados de experimentos protedmicos.
v' Marcaje quimico mediante is6topos estables: ICAT, iTRAQ

El marcaje quimico se usa habitualmente para incorporar isétopos estables a las
proteinas o péptidos. Los isdtopos estables mdas generalmente usados son los de
hidrégeno/deuterio (*H/*H), carbono (**C/*C) y nitrégeno (*N/*N). Algunos de
los reactivos incluyen un marcador para aislar los péptidos marcados, como en el
caso del ICAT (/sotope-Coded Affinity Tag) cuyo marcador es la biotina. La
metodologia empleada para el marcaje isotdpico de proteinas y péptidos ha sido

ampliamente descrita [161, 166, 167].

En el marcaje ICAT, el reactivo de marcaje es la iodacetamida (IAA), que se une
covalentemente con los grupos sulfhidrilos de las cisteinas [168]. Ademas, la IAA

lleva unido un marcador de biotina, que permite la purificacion de los péptidos
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que han sido marcados mediante cromatografia de afinidad por avidina. La

iodacetamida y la biotina del reactivo pesado estdn unidos por ocho atémos de
deuterio, mientras que en el reactivo ligero se unen por ocho atomos de
hidrégeno. También existe una version de los reactivos ICAT en la que se usan
isdtopos de carbono (**C/™C) en vez de los de hidrégeno [169]. En un experimento
ICAT, las proteinas de dos muestras a comparar se marcan con el reactivo ligero o
pesado, se mezclan y se digieren con tripsina. Los péptidos resultantes se
purifican por cromatografia de afinidad, se separan por nanocromatografia liquida
(nanoLC) y se analizan por MS. Los péptidos se cuantifican por comparacion de las
areas que describen los picos de cada péptido ligero o pesado, y se identifican por

MS/MS.

En el afio 2004, Applied Biosystems desarrollé un nuevo marcaje isotdpico
llamado iTRAQ (/sotope Tagged Relative and Absolute Quantification) [170]. En la
actualidad se pueden comparar hasta 8
muestras de forma simultanea, debido al

desarrollo de ocho formas isotépicamente

diferentes de los reactivos iTRAQ [171].
Los reactivos iTRAQ estan constituidos por

un grupo reactivo, un grupo compensador  warciede s

!
v
[
péptidos |
A

y un grupo reportero. El grupo reactivo es

un derivado de la N-hidroxisuccinimida y

reacciona con el grupo e-amino de los

¥

residuos de lisina y el extremo N-terminal | Fraccionamiento (SCX) HPLC |

de todos los péptidos. Durante el andlisis !
[

MS/MS de los péptidos marcados, los

grupos reporteros se liberan de los

mismos y pueden ser detectados en el Figura i F,iu 5 de trabajo de un martiaje wTF{fxﬁi Liria wez
fque  lds  diferentes muestras de  peplidos han sido

. ., Tarcadas con ios cistintos reactivos 1ITRAQ, ealas se

espectro como pICOS con una re|aCIOn m/z combinan y se tratan como una muestrd unica para el
analisis siguiente, Durante |2 obtencion de los espectros
de MS/MS, cada marcador isobdrico produce un idn

de 113,1; 114,1; 115,1; 116,1; 117,1;

118,1; 119,1y 121,1 en la versién de ocho
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reactivos, o de 114,1 a 117,1 en la de cuatro. El grupo compensador ecualiza las

masas de las distintas formas isotdpicas de los reactivos, de manera que la masa
total de cada uno sea la misma. Por consiguiente, dado que la suma de las tres
partes de cada reactivo es constante, un péptido marcado es detectado como un
pico unico en el espectro MS, pero, como cada grupo reportero difiere en su PM,
los fragmentos originados tras la ruptura de cada marcador se observan como
picos distintos en el espectro de MS/MS. Asi, la concentracién relativa de los
péptidos se obtiene por comparacién de las intensidades de las sefiales MS/MS de
estos grupos reporteros. En un experimento iTRAQ, las proteinas se digieren con
tripsina y los péptidos resultantes se marcan con los distintos reactivos.
Seguidamente, las muestras marcadas se combinan, se fraccionan por
cromatrografia y las fracciones resultantes se analizan por LC-MS/MS. El analisis
MS/MS permite tanto la identificacion como la cuantificacion. A diferencia del
ICAT, el iTRAQ no reduce la complejidad de la muestra, por lo que el
fraccionamiento de la misma es muy importante. La Figura 18 representa los

diferentes pasos por los que pasa un experimento iTRAQ.
v' Marcaje metabdlico mediante isétopos estables-SILAC

Los isétopos estables también pueden incorporarse metabdlicamente a las
proteinas sintetizadas por células en cultivo. Para ello, las células se cultivan en
medio enriquecido con isétopos estables (medio pesado), tales como sales
marcadas con "N, glucosa marcada con **C o aminoacidos marcados con distintos
isotopos estables [161]. De esta forma, durante el crecimiento celular, las células
incorporan los isdtopos estables a las proteinas que sintetizan. Las proteinas
obtenidas de las células cultivadas en medio normal y pesado se combinan al
inicio del experimento de protedmica por lo que la preparacion de la muestra y

fraccionamiento afectara a ambas condiciones por igual.

El marcaje metabdlico mas utilizado hoy en dia en el campo de la protedmica es el
SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) [172]. En esta

técnica, las células se cultivan tanto en un medio normal como en un medio

54



INTRODUCCION

suplementado con aminoacidos marcados con isétopos estables. Asi, tanto las

formas nativas (ligeras), como los aminoacidos marcados (pesados) son
incorporados a las proteinas celulares durante la sintesis proteica, lo que genera
una diferencia de masa predecible entre ellos (Figura 19). Esta incorporacién no
interfiere con el crecimiento celular, pues las proteinas que contienen los
aminoacidos ligeros o pesados son quimicamente idénticas, por lo que deben
separarse igual a lo largo de una cromatografia o una SDS-PAGE. Sin embargo, la
incorporacion de este tipo de aminoacidos conduce a la sintesis de proteinas con
distinta masa, por lo que las proteinas ligeras y pesadas se discriminan facilmente

mediante espectrometria de masas.
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Figura 19. Flujo de trabajo en un experimento SILAC. Inicialmente, una poblacién de células se
cultiva en un medio con las variantes ligeras de los aminoacidos arginina y lisina mientras que la otra
poblacion se cultiva en presencia de las versiones marcadas de dichos aminoacidos. A continuacidn,
las proteinas obtenidas de las dos condiciones se combinan en un ratio de 1:1 y se separan mediante
SDS-PAGE. El gel se corta en varias bandas y éstas son digeridas con tripsina. La mezcla de péptidos
resultante se analiza mediante LC-MS/MS. La cuantificacion de las proteinas se realiza comparando

la version ligera y pesada de los péptidos correspondientes en el espectro de MS.
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En la estandarizacion del marcaje SILAC hay que tener en cuenta el tipo de

aminoacidos utilizados para realizar el marcaje, el uso de suero dializado y la
interconversion del aminodcido arginina a prolina. La combinacion de los
aminodacidos arginina y lisina es la mas utilizada en SILAC, ya que los péptidos que
resultan de la digestién con tripsina contienen uno de estos residuos en la
posicion C-terminal. Las versiones marcadas de ambos aminodcidos
comercialmente disponibles se resumen en la Tabla 6. Un criterio importante a la
hora de elegir los aminodcidos es que la diferencia de masa entre el par de
péptidos (ligero/pesado) sea de al menos 4 Da. Debido a que las células de los
mamiferos requieren un medio de cultivo suplementado con suero para su
Optimo crecimiento, los aminoacidos libres presentes en dicho suero pueden ser
captados por las células durante su crecimiento. De ahi que sea aconsejable
utilizar un suero dializado en lugar de un suero normal, ya que el suero dializado

no contiene cantidades detectables de aminoacidos [172].

Tabla 6. Aminoacidos marcados con isétopos estables empleados para el marcaje

SILAC.

Aminoacidos (PM) Isétopo estable Diferencia de masa
L-lisina HCI (186.6) 4,4,5,5-D 4Da
L-lisina 2HCI (223.1) 4,4,5,5-D 4 Da
L-lisina HCI (188.6) (o 6 Da
L-lisina 2HCI (225.1) Bes 6Da
L-lisina HCI (190.6) B PN, 8 Da
L-lisina 2HCI (227.1) Bes PN, 8Da
L-arginina HCl (214.6) BN, 4Da
L-arginina HCl (216.6) (o 6 Da
L-arginina HCI (220.6) B PN, 10 Da
L-arginina HCI (221.6) >N,D7 11 Da
L-arginina HCl (227.6) Bcs°N,D7 17 Da

PM, peso molecular; HCl, cloruro de hidrégeno; D, deuterio; C, carbono; N, nitrégeno; Da, Dalton.
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Uno de los principales inconvenientes del marcaje SILAC es la interconversion

metabdlica de los aminodcidos que puede producirse durante el marcaje. Este
particular problema ocurre cuando empleamos el aminodcido arginina ya que es
un precursor metabodlico en la biosintesis de la prolina. La interconversion
metabdlica entre la arginina y la prolina supone la formaciéon de dos picos
distintos (Arg-Cs-°N, + Pro-Cs-"°N) para aquellos péptidos marcados con
arginina y que contienen prolina. Esto origina una subestimacion en la abundancia
de los péptidos pesados afectando a la cuantificacién [173]. Normalmente, esta
conversién se produce cuando se suministra un exceso de arginina al medio de
cultivo, por lo que las alternativas para evitar este tipo de conversidén son, por un
lado, reducir la concentracién de arginina en el medio de cultivo o, por otro lado,

suplementar el medio con el aminodcido prolina.

La mayor ventaja que proporciona la técnica SILAC es que, al mezclar las muestras
desde el inicio del flujo de trabajo, nos aseguramos que cualquier pérdida o
alteracion que se produzca a lo largo del mismo afecte por igual a todas ellas. Por
su parte, la mayor limitacion de esta técnica reside en su Unica aplicabilidad para
estudios sobre muestras de proteinas procedentes de células en cultivo, siendo
imposible el anadlisis de proteinas procedentes de fluidos corporales. Los
experimentos tipicos SILAC permiten comparar dos o tres muestras, pero también
es posible la comparacién de hasta 5 muestras mediante la combinacion de dos o
mas experimentos SILAC de triple marcaje que tengan en comun al menos una

muestra [131].
v’ Marcaje enzimatico con is6topos estables- Marcaje *0

En este tipo de marcaje los péptidos se marcan con isétopos estables durante su
digestion enzimatica. En esta técnica, las proteinas extraidas de dos muestras
distintas se digieren con tripsina en un tampdn que incluye H,'°0 ¢ H,"®0 [174]. El
isdtopo 0 del agua es transferido al extremo C-terminal de los péptidos durante

la reaccidn de digestidon y estos péptidos son luego fraccionados y analizados por
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MS. Una de las limitaciones de esta técnica es la baja eficiencia de incorporacién

del 0 durante la digestidn, lo que dificulta la cuantificacién.
4.2.5. MS Imaging

La técnica MS Imaging (MSI) es una nueva tecnologia que permite la deteccidn,
localizacion e identificacion de diferentes moléculas (metabolitos, lipidos,
péptidos y proteinas) a través del analisis in situ de secciones de tejido. El objetivo
de esta técnica es obtener esta informacion con la mayor resolucién posible, sin
comprometer la distribucién espacial original de las moléculas de interés, con una
sensibilidad que permita obtener informacién biolégica relevante, y sin la
necesidad de usar reactivos de fluorescencia, radioactividad o

inmunohistoquimica [175].

La técnica MSI se basa en la adquisicion de un espectro de masas en cada punto
dentro de un area definida sobre un tejido, obteniendo asi una coleccion de
espectros de masas de toda el drea analizada, que contiene la informacién sobre
la composicion molecular del mismo. Los espectros obtenidos se promedian y a
partir del espectro promedio es posible visualizar la distribucién de cada uno de
los iones moleculares presentes en los espectros. Este tipo de analisis se realiza
mediante un mapa de pixels de intensidades moleculares, en el cual se puede
visualizar la intensidad de cada compuesto mediante un cddigo de colores, y

compararlo con la imagen histoldgica.

Esta técnica consta de cuatro pasos: la preparacidon de la muestra, la desorcion e
ionizacion de las moléculas, la separacion de las moléculas en el espectrémetro de
masas y la obtencion de las imagenes. La figura 20 muestra los pasos a seguir en
cualquier experimento de MALDI-MSI. En MSI la preparacion de la muestra es
sencilla ya que las moléculas se detectan directamente sobre la misma. Es
necesario tener en cuenta que durante el seccionamiento de la muestra y la
aplicacidn de la matriz, las moléculas pueden difundir dentro del tejido perdiendo

su posicion original. Esto afecta a la reproducibilidad de los datos, pudiendo
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complicar su analisis o afectando a la calidad de la imagen obtenida. Por otra

parte, el tiempo de analisis de la muestra y de obtencion de la imagen depende de
la resolucidon espacial seleccionada y el tamafio de la muestra a analizar. La
resolucidén espacial obtenida en cada experimento MSI depende a su vez de la
técnica de ionizacidn utilizada. La técnica de ionizacion MALDI puede alcanzar una
resolucién espacial de 10 um [176], mientras que mediante SIMS se obtiene una
resoluciéon espacial menor a 1 um. Por ello, en experimentos en los que se
necesita una alta resolucién espacial se utiliza preferentemente la técnica de
ionizacion SIMS, que permite llegar a diferenciar estructuras subcelulares [177].
Como contraposicion, el andlisis por SIMS convencional limita el tamafno de los
iones detectados a 1000 m/z, debido a la alta fragmentacion que se produce

durante la ionizacion [178].

Espectro de fragmentacion

ide

{para cada valor m/z)

Figura 20. Esquema general de un flujo de trabajo MALDI-MSI. El primer paso consiste en obtener
secciones del tejido y colocarlas en portaobjetos conductores. El segundo paso conlleva la aplicaciéon

de matriz sobre los distintos cortes de tejido para su posterior andlisis por espectrometria de masas
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(MS). A partir de este estudio se obtienen por un lado los espectros de masas de cada coordenada xy

para el analisis de las moléculas, y por otro los espectros de fragmentacion para la identificacion de
las mismas en bases de datos. El siguiente paso consiste en visualizar la distribucidon de cada valor
m/z dentro del tejido (obtencién de imégenes), y realizar analisis estadisticos para clasificar las

imagenes. Adaptada de [179].

La presencia de multiples moléculas en la seccién de tejido como proteinas,
lipidos, carbohidratos, sales, iones procedentes de la matriz, influye
negativamente en el proceso de ionizacidn y puede limitar el nimero de
moléculas detectadas [180]. Este proceso recibe el nombre de supresidn de iones
y se produce cuando una molécula esta presente en exceso sobre otra, o se ioniza
mas facilmente que otra [181, 182]. Por ejemplo, los lipidos, carbohidratos y sales
promueven la formacidn de aductos y afectan a la cocristalizacion con la matriz, lo
que afecta a la calidad del espectro de masas y al nimero de moléculas
detectadas por MS [183]. Este fendmeno puede minimizarse lavando el tejido

previamente a su analisis por MSI.
4.2.5.1. Aplicaciones de MSI en lipidédmica

La tecnologia MSI se ha utilizado para el analisis global de lipidos. Los lipidos son
componentes de las membranas celulares de las células (fosfolipidos, colesterol),
participan en los procesos de sefializacion celular (diacilgliceroles, ceramidas,
esteroides, prostaglandinas) [184] y son almacenados en las células como fuente

de energia (triacilgliceroles) [185].

Algunos ejemplos de las estructuras lipidicas mas comunes se representan en la
Figura 21. Los fosfolipidos constituyen la principal clase de lipidos presentes en las
células. Estan presentes en la membrana celular y en las lipoproteinas del suero
[186], y son los lipidos mas abundantes en el cerebro [187]. En los fosfolipidos,
dos grupos hidroxilo del glicerol estan esterificados con dos cadenas diferentes de
acidos grasos, mientras que el tercer grupo hidroxilo estd esterificado con una

molécula de fosfato. El grupo fosfato puede ademds estar esterificado con un

60



INTRODUCCION

alcohol como el inositol, glicerol, colina, serina o etanolamina dando lugar a los

diferentes subtipos de fosfolipidos. Ademas, los 4acidos grasos contienen
normalmente un numero par de dtomos de carbono y pueden ser saturados (16:0,

18:0) o insaturados (16:1, 18:1, 18:2) [185].

I

)—P—0—CH 1 —N+T
P—0—CH,—CcH —N*:

!
o

Acidos grasos  Glicerina  Fosfato

O—CH,—CH-—- 0O

Esfingosina

A

BH

Calesterol

Figura 21. Estructuras de los lipidos mas comunes: fosfolipidos (a y b), esfingolipidos (c) y esteroles

(d).

Casi todos los métodos de ionizacion usados para MSI: MALDI [188], DESI [189] y
SIMS [190], se han empleado en el analisis de los lipidos. En general, la mayoria de
los lipidos presentes en los tejidos se ionizan facilmente debido a sus grupos
polares (por ejemplo, m/z 184.1 para la fosfocolina). Las fosfatidilcolinas (PCs), las
esfingomielinas (SMs) y el colesterol se ionizan en el modo i6n positivo, mientras
que los fosfatidilinositoles (Pls), las fosfatidiletanolaminas (PEs) y los sulfatidos
(STs) se ionizan en el modo i6n negativo [191]. En el modo ién positivo los iones

pueden estar protonados ([M+H']), sodiados ([M+Na']) o potasiados ([M+K']),
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mientras que en el modo idn negativo, la mayoria de los lipidos se detectan como
iones deprotonados ([M-H']), lo que permite una facil identificacién. La estructura
de los lipidos puede determinarse con la ayuda de una herramienta disponible en
internet llamada LMSD (LIPID MAPS Structure Database). Esta base de datos
permite identificar los lipidos en funcion de su valor m/z. Para la identificacion de
los lipidos éstos deben fragmentarse mediante espectrometria de masas en
tdndem (MS/MS). El espectro de fragmentacidn resultante es caracteristico de

cada lipido. La Tabla 7 muestra los iones producidos durante la fragmentacion de

diferentes lipidos, que permiten la identificacion de los mismos.

Tabla 7. Valores m/z de iones producidos durante el anélisis MS/MS de los

diferentes lipidos.

m/z Molécula
Fosfatidilcolina 59 Trimetilamina

147 1,2-fosfodiester ciclico sodiado

163 1,2-fosfodiester ciclico potasiado

184 Fosfocolina

Fosfatidiletanolamina 141 Fosfoetanolamina

163 Fosfoetanolamina sodiada
Fosfatidilserina 87 Serina

185 Fosfoserina

207 Fosfoserina sodiada
Fosfatidilinositol 162 Inositol

223 Grupo fosfoinositol

241 Grupo fosfoinositol

297 Grupo fosfoinositol
Fosfatidilglicerol 153 Grupo fosfoglicerol

171 Grupo fosfoglicerol + agua
Esfingomielina 59 Trimetilamina

147 1,2-fosfodiester ciclico sodiado

163 1,2-fosfodiester ciclico potasiado

184 Fosfocolina

264 Esfingosina
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4.2.5.2. Metodologia y avances actuales en MSI

El flujo de trabajo de cualquier experimento de MSI se inicia con la preparacion de
la muestra. Este proceso es relativamente simple, sin embargo, debe realizarse
rapidamente y con mucho cuidado para evitar la degradacion y la posible
deslocalizacion de las moléculas de interés. Los parametros clave para una buena
preparacién de la muestra son: el almacenaje y estabilizacion de la muestra
inmediatamente después de su obtencién, la inclusién y el seccionamiento de la
muestra y finalmente, la eleccidn y aplicacidon de la matriz [192]. En esta seccidn
también se hace referencia a la instrumentacidén (analizadores de masas) y
herramientas informaticas que se utilizan hoy en dia para el analisis de datos en

MSI.

Y

< Almacenaje y estabilizacién de la muestra

El protocolo habitual empleado para el almacenamiento del tejido es congelarlo
inmediatamente después de su extraccidon en isopentano liquido o nitrégeno
liquido y mantenerlo guardado a -80°C hasta su andlisis. De esta manera se
minimiza la degradacion de las proteinas y la oxidacidon de otras moléculas, asi
como los cambios a nivel metabdlico. Otra posibilidad es usar metanol o
isopropanol a temperaturas de -70°C o menores. Hay que tener en cuenta que es
necesario mantener la morfologia del tejido en este paso para facilitar la

obtencién de réplicas bioldgicas del mismo.

La segunda forma de almacenamiento mas comun es la fijacién de las muestras en
formaldehido y su inclusién en bloques de parafina (FFPE). Esta manera de
conservar el tejido no es la mas adecuada para la técnica de MSI, puesto que el
formaldehido reacciona con los grupos amino de aminodcidos basicos como la
arginina y la lisina, formando con frecuencia puentes metilénicos entre dichos
aminodacidos [193, 194] que originan el entrecruzamiento de las proteinas (cross-
linking), lo que obstaculiza la desorcidon e ionizacion de las moléculas por MALDI.

Por ello, las muestras FFPE no pueden analizarse directamente por MSI, y se
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requieren protocolos especiales para asegurar la eliminacion de la parafina (que

actua como supresor de iones) y la digestién de las proteinas [195].

Por ultimo, en MSI se han aplicado diferentes estrategias para prevenir o
minimizar el proceso de degradacién molecular. Entre ellas se encuentra la
fijacién a través de la radiacién de microondas, limitada a muestras pequefias y
que se ha optimizado para cerebro de ratén [196]. Como método de estabilizacidon
alternativo ha surgido recientemente el Denator, un instrumento que puede
utilizarse para cualquier tipo de muestra, independientemente de la forma y el
tamanfo de la misma. Ademas, el Denator utiliza una combinacién de temperatura
y presion que previene la deformacion de la muestra e inactiva/desnaturaliza los
enzimas responsables de la degradacidn de las moléculas presentes en el tejido

[197].

*

+* Inclusién y seccionamiento de la muestra

La inclusion de la muestra en un material de soporte facilita su manejo y
seccionamiento. EI OCT es un medio de inclusién sintético muy empleado en
histologia, ya que favorece la realizacién de cortes en el criostato a temperaturas
muy bajas (-20°C). Sin embargo, los medios de inclusién como el OCT, el agar o la
sacarosa, asi como otros medios de inclusiéon basados en polimeros utilizados
comunmente en técnicas de histologia, son incompatibles con MALDI ya que se
ionizan facilmente y actian como supresores de iones [198]. Un método
alternativo consiste en el empleo de la gelatina, que carece de polimeros y por
tanto, proporciona espectros de masas con menos ruido de fondo, no
interfiriendo en el analisis espectral [199]. Otros medios de inclusién compatibles
con MSI son la poli[N-(2-hidroxipropil)-metacrilamida] [200] o la carboximetil-

celulosa [201].

Para MSI, las secciones histoldgicas suelen tener entre 5-20 um de grosor. Los
cortes muy delgados son fragiles y dificiles de manipular, y ademas se desgarran

con facilidad. Por otro lado, las secciones de tejido demasiado gruesas son mas
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resistentes al paso de la electricidad y necesitan mds tiempo de secado, lo que

puede originar la deformacién de las mismas [198]. Por regla general, las muestras
suelen cortarse con un espesor de 10-20 um, correspondiente al didmetro de una
célula de mamifero. De esta manera, al seccionar el tejido la mayoria de las
células se cortan exponiendo su contenido intracelular para el andlisis por MSI
[198]. Finalmente, las secciones de tejido obtenidas se trasfieren a portaobjetos
comunmente usados en histologia, o portaobjetos eléctricamente conductores
revestidos con oxido de indio y estafio (ITO). Después del montaje, las muestras
deben secarse inmediatamente en un desecador de vacio, con el fin de evitar la

deslocalizacion de las moléculas.
% Eleccién de la matriz

La eleccién de la matriz depende del tamafio y de las propiedades quimicas de las
moléculas que quieran analizarse. Generalmente, los diferentes tipos de matrices
utilizados en los andlisis MALDI convencionales se usan en MSI [182, 202]. En la
Tabla 8 se resumen las matrices mas comunmente empleadas en MSI, indicando
el tipo de matriz y el drea de aplicacién de la misma. Entre ellas, el acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB), el acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) y el acido
sinapinico (3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico, SA) son las matrices mas utilizadas. El
SA se utiliza para el analisis de proteinas de alto PM (PM >2kDa), mientras que la
matriz CHCA se utiliza normalmente para el analisis de péptidos (500-2000 Da)
[198, 203]. Por su parte, para el andlisis de pequefias moléculas como lipidos o
farmacos se emplean la matriz 2,6-dihidroxiacetofenona (DHA) [191] o la matriz

DHB [203].

La formacién de picos de matriz durante la ionizacién de la misma dificulta la
interpretacion del espectro de masas, y como consecuencia el andlisis MALDI-MSI
de los compuestos de bajo PM. Ademas, muchas de las matrices usadas
convencionalmente limitan la reproducibilidad y la resolucion espacial de los
analisis debido a la formacion de cristales de gran tamafio y la distribucidon no

homogénea de la matriz. De ahi que hoy en dia se estén desarrollando nuevas
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matrices para mejorar la sensibilidad y la reproducibilidad de los experimentos de

MSI [204-206], tales como las matrices idnicas sélidas (SIM), las matrices idnicas
liquidas (LIM), el 2-mercaptobenzotiazol (MBT) [207] y las nanoparticulas de oro
(AuNPs) [208]. Finalmente, la 9-aminoacridina (9-AA) también se ha empleado

como matriz en el andlisis MSI de fosfolipidos y sulfatidos [209].

Tabla 8. Tipos de matrices utilizadas actualmente en MS Imaging.

Matriz Abreviatura Aplicacion Tipo
Acido alfa-ciano-4 CHCA Péptidos, proteinas pequefias, Cristalina
hidroxicinamico [210, 211] glicopéptidos,
Acido 3,5-dimetoxi-4- SA Péptidos y proteinas de gran Cristalina
hidroxicinamico [205, 212] tamaiio, lipidos
Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB Azlcares, proteinas, péptidos, Cristalina
[213, 214] nucledticos, fosfolipidos,
farmacos
2,6-dihidroxiacetofenona [205, DHA Fosfolipidos, farmacos Cristalina
212]
CHCA/anilina [211] - Péptidos I6nica solida
CHCA/N,N-dimetilanilina [211] - Péptidos I6nica solida
CHCA/2-amino-4-metil-5- - Péptidos I6nica liquida

nitropiridina [211]

CHCA/n-butilamina [215] CHCAB Péptidos, lipidos 16nica liquida
2,4,6-Trihidroxiacetofenona THAP Nucledtidos, lipidos (TAGs, FLs, Cristalina
[216] SLs)
Acido 3-hidroxipicolinico [204, 3-HPA Nucledtidos, péptidos, Cristalina
205] glicoproteinas
9-aminoacridina [209] 9-AA Fosfolipidos, cardiolipinas Cristalina
4-paranitroanilina [217] PNA Lipidos Cristalina

La concentracion de la matriz debe ajustarse antes de la aplicacion de la misma,
ya que afecta a la extraccion y difusidon de las moléculas. Generalmente, el rango
Optimo de concentracion de la matriz SA es de 10-30 mg/ml para el analisis de
proteinas, mientras que la de CHCA es de 10-20 mg/ml para el andlisis de péptidos
[203]. Por otro lado, el tamafio de los cristales de la matriz influye en la resolucion

espacial. En MSI la resolucién espacial disminuye cuando los cristales de matriz
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son muy grandes (>100 um), ya que al cubrir una regién grande del tejido las

moléculas se extraen de varias células a la vez. La resolucion espacial de la imagen
en MSI estd limitada por el didametro del dispensador de matriz y del laser. Cuando
el didmetro del dispensador es menor que el didmetro del laser, la resolucidon

espacial depende Unicamente del didmetro del laser (50-150 um).
< Aplicacién de la matriz

Los diferentes métodos de deposicion de matriz dependen de la resolucion
espacial que se requiera para el andlisis MSI, y se centran en la cristalizacidon
homogénea de la matriz en pequefios cristales, permitiendo asi la extraccion de
grandes cantidades de moléculas sin que se produzca la difusidn de las mismas en
el tejido. Los métodos de aplicacion de la matriz incluyen métodos manuales,
como la deposicidn de gotas mediante una pipeta y la nebulizacién neumidtica, en
la que la muestra se aplica mediante un pulverizador o un aerdgrafo de los
utilizados habitualmente en aplicaciones de cromatografia de capa fina [175]. Los
métodos manuales de aplicacién
son poco reproducibles, de ahi que
se hayan desarrollado
dispensadores automaticos. Estos
ultimos  ofrecen una mejor
reproducibilidad y control sobre )
los procesos de extraccion de las

moléculas  (Figura  22). Los

parametros de aplicaciéon deben

optimizarse para cada tipo de

. X rtrait &
tejido, ya que Ila calidad del CHIP (),

. imagePrep {

andlisis MSI depende del grado de cobertura de matriz, de la humedad de la
superficie de la muestra durante su aplicacién y del espesor de la misma. En
ambos casos se necesitan multiples pasos de aplicacion para cubrir todo el tejido.

Sin embargo, el exceso de matriz puede suprimir la sefial de las moléculas [203].
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Para prevenir el exceso, la capa de matriz puede monitorizarse bajo un

microscopio hasta obtener el espesor deseado.

Los dispensadores automaticos se dividen en dos clases: los que depositan la

matriz en gotas individuales (spotters) o los que la depositan como una fina capa

(sprays).
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v' Spotters: la disolucion de matriz se aplica en forma de pequefias gotas

con un dispositivo piezoeléctrico a modo de una impresora de inyeccion
de tinta. Esta técnica permite la deposicién de pequefios volumenes por
punto (picolitros) y por ciclo. Cada punto de matriz tiene un diametro de
unos 100-200 um o incluso menores, dependiendo de la cantidad total de
matriz aplicada por cada ciclo. La deposicion es precisa, altamente
reproducible y las gotas son uniformes. Debido al gran tamafio de la gota,
su uso es mas adecuado cuando no se necesita una gran resolucién
espacial (200-500 um). Para realizar MSI con mayor resolucidn, el tamafio
de los cristales de matriz debe ser igual o menor que el tamafio de un solo
pixel. Los spotters permiten realizar multiples rondas de deposicién de
matriz para aumentar la extraccion de las moléculas. Entre los aparatos
comercialmente disponibles y mas ampliamente utilizados estdn el CHIP
(Shimadzu) [218], el Portrait 630 (Labcyte) [183] y el SunCollect
(SunChrom) [219].

v' Sprays: estos dispensadores pulverizan la matriz de forma controlada,

produciendo una capa de matriz fina y homogénea sobre el tejido. Este
método de aplicacién se emplea para la obtencién de imagenes de alta
resolucidon ya que los cristales que se forman tienen un tamafio menor a
100 um. Entre este tipo de dispensadores, los mas utilizados hoy en dia
son el ImagePrep (Bruker Daltonics) [220] y el TM-Sprayer™ (Leaptec)
[221]. El ImagePrep produce un aerosol de matriz creado por vaporizacion
vibracional bajo condiciones controladas en un sistema cerrado. El

sistema incorpora un sensor dptico que mide la luz dispersada por la capa
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de matriz que se deposita en la muestra de tejido, lo que proporciona un

control sobre el tamafo de la gota. Ademas, permite evaluar a tiempo
real la humedad del tejido, el espesor de la matriz y el grado de secado,
posibilitando limitar el efecto de difusion en la superficie y el tiempo de
interaccidon entre la matriz y los analitos. El equipo es ideal para la
aplicacion de pequefias cantidades de matriz (hasta 10 ml) y da lugar a
una capa homogénea con cristales de diametro entre 20 y 50 um.
Ademds, puede utilizarse facilmente para aplicar enzimas con el fin de

realizar experimentos de digestién sobre el tejido [220].

Existen otros métodos de aplicacién de matriz, pero Unicamente se han descrito
para el andlisis de lipidos debido a que el tiempo de interaccion entre el analito y
la matriz es limitado. Estas metodologias son la sublimacidon de matriz [222] y la
matriz molida [223]. En ambos casos, la matriz se aplica sobre el tejido sin utilizar

disolventes, por lo que el efecto de la difusidn es limitado.

4.2.5.3. Instrumentacion y andlisis de datos para MSI

Durante los ultimos afios ha habido diferentes desarrollos técnicos con el objetivo
de incrementar la velocidad de analisis, la resolucion y exactitud de masa, la
capacidad de realizar experimentos de MS/MS vy la resolucidon espacial en el
campo del MSI. La mayoria de los experimentos de MSI se realizan mediante
espectrometros de masa de tipo TOF (Tabla 9). El analizador de masas de tipo TOF
puede combinarse con un analizador de masas de tipo Q dando lugar al
espectrometro de masas qTOF o OA (aceleracién ortogonal)-TOF,
extremadamente Utiles en MSI. Los espectrémetros de masas con analizadores
TOF proporcionan una gran velocidad de andlisis para MALDI-MSI. Sin embargo, el
poder de resolucién de masas es menor que con otras técnicas, lo que puede
ocasionar pérdida de informacion quimica y espacial. Asi, hay otras técnicas
establecidas o en desarrollo para contrarrestar esta limitacion, como pueden ser
la movilidad idnica, el MALDI FT-ICR o el MALDI-Orbitrap. Otro de los objetos de

mejora de la técnica de MSI ha sido la resolucion espacial. En el caso del SIMS, la
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resolucion espacial es elevada por el pequefio tamafio de haz de iones. Sin

embargo, en MALDI la resolucion espacial no sélo esta limitada por el tamario del
foco del Iaser sino también por el tamafio de los cristales de matriz depositados

sobre el tejido.

Tabla 9. Espectrometros de masas disponibles comercialmente para MALDI-MSI.

Rango de
Instrumento Laser Resolucién Programa Formato datos
masas
5800 MALDI Nd-YAG Completo 50 um 4800 Img Analyze
TOF/TOF™ 1000 Hz TissueView
4800 Plus MALDI Nd-YAG Completo 50 um 4800 Img, Analyze
TOF/TOF™ 200 Hz TissueView
UltrafleXtreme smartbea Completo 10 um FlexImaging, Xmass
(TOF/TOF) m-ll CreateTarget, XML
1000 Hz AnalyzeThis!,
Biomap
Solarix M smartbea 100-10 kDa 20 pm Flexlmaging, Xmass
(FTSM) m-Il Biomap XML
1Hz
JMS-S3000 Nd:YLF 500 kDa 30 um msTornado, imzML
SpiralTOF™ 250Hz (lineal) Biomap
(TOF/TOF) (30kDa
(espiral)
AXIMA QIT™ N, 20 kDa 100 pm Axima2Analyze Analyze
(IT-TOF)
AXIMA Assurance N, 500 kDa 100 pm Axima2Analyze Analyze
(TOF) 50 Hz (lineal)
N, 500 kDa 100 um Axima2Analyze Analyze
AXIMA 50 Hz (lineal)
(TOF; TOF/TOF) 80 kDa
(reflectron)
MALDI LTQ XL (IT) N, 50 - 4000 Da 60 um LTQ Tune, RAW, imzML
60 Hz ImageQuest
MALDI LTQ N, 50 -4000 Da 60 um LTQ Tune, RAW, imzML
Orbitrap (IT- 60 Hz ImageQuest
Orbitrap)
MALDI LTQ N, 50 —-4000 Da 60 pm LTQ Tune, RAW, imzML
Orbitrap XL 60 Hz ImageQuest

(IT-Orbitrap)
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MALDI SYNAPT G2 Nd-YAG 40 kDa 60/200 pm MassLynx, XML
HDMS 1 kHz Biomap
(Q-TOF)
MALDI SYNAPT G2 Nd-YAG 40 kDa 60-200 um MassLynx, XML
MS 1 kHz Biomap
(Q-TOF)

MALDI: Desorcidn/ionizacidn por laser asistida por matriz; IT: trampa de iones; LTQ: trampa lineal cuadrupolar;
Q: cuadrupolo; Orbitrap: trampa orbital; FTMS: transformada de Fourier; TOF: tiempo de vuelo; Nd-YAG: laser de
oxido de itrio y aluminio dopado con neodimio; Nd-YLF: ldser de dxido de itrio y fluoruro de litio dopado con

neodimio; Hz: hercio. Adaptada de www.maldi-msi.org.

Conjuntamente con el desarrollo del trabajo experimental de MSI, se han
desarrollado en los ultimos afios una gran cantidad de programas informaticos
para la visualizacion y formacion de imdgenes. Estos programas controlan la
adquisicidn y procesamiento de los datos de MSI para generar las imagenes de los
iones. Entre algunos de los programas informaticos mds utilizados hoy en dia en
MSI estan el BioMap de Novartis, el Fleximaging de Bruker Daltonics y el AMOLF's
“datacube”. El programa informatico Biomap es uno de los mas usados ya que es
compatible con diferentes formatos de datos de imagen. Este programa
representa las imagenes en 4 dimensiones y permite visualizar el espectro de
masas de cualquier regién de interés (ROI) o punto seleccionado de la muestra.
Ademds, se pueden seleccionar las masas de interés sobre el espectro de masas y
observar su distribucidon en la muestra analizada. Otros grupos de investigacidon

han desarrollado sus propios programas de analisis [207].

Los espectros de masas generados en un experimento de MSI muestran alrededor
de 400 o 500 picos por muestra, por lo que la interpretacién manual de los datos
es muy complicada. Para facilitar este trabajo se han desarrollado también
programas basados en herramientas estadisticas que ayudan a interpretar los
datos. El andlisis de componentes principales (PCA) es un tipo de analisis
estadistico que se utiliza ampliamente en estudios con muchas variables, por lo
que este tipo de andlisis es facilmente aplicable en los estudios de MSI. El PCA es

un método estadistico no supervisado que se usa para identificar grupos que
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presenten variables correlacionadas muy préximas entre si. En el caso del MSI se

utilizan las coordenadas espaciales y la masa e intensidad de los picos en el
espectro de masas. Otro tipo de andlisis utilizado es el andlisis discriminante (DA),
un método estadistico supervisado que calcula la combinacién de variables que
proporcionan la maxima separacidn entre grupos previamente definidos. También
se ha utilizado el “clustering” jerarquico [224], en el que los conjuntos de datos se
agrupan por similitud, obteniendo un grafico en forma de arbol que separa clases
para cada espectro. Las ramas del arbol que estan mas alejadas presentan

mayores diferencias que las que estan mds cercanas.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es estudiar el proceso de condrogénesis de las
células madre mesenquimales mediante técnicas protedmicas, con el fin de
identificar nuevos biomarcadores de este proceso para su aplicacién en

estrategias de terapia celular encaminadas a la reparacion del cartilago.

Para la consecucion de este objetivo principal nos propusimos los siguientes

objetivos:

1. Estandarizar y optimizar el marcaje metabdlico SILAC en las células
madre mesenquimales, con el fin de realizar estudios de protedmica
cuantitativa basados en cromatografia liquida y espectrometria de
masas (LC-MS/MS).

2. Estudiar mediante la técnica SILAC las alteraciones en el proteoma de las
células madre mesenquimales sometidas a diferenciacion condrogénica.

3. Determinar mediante la técnica SILAC las alteraciones en el secretoma
de las células madre mesenquimales sometidas a diferenciacion
condrogénica.

4. Aplicar la tecnologia MS Imaging para la identificacion y localizacién de

marcadores lipidicos del proceso de condrogénesis.
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Articulo I. Anadlisis protedmico cuantitativo de la condrogénesis de las

células madre mesenquimales de médula ésea mediante marcaje

metabdlico

Las células madre mesenquimales (MSCs) residentes en la médula ésea y en los
tejidos sinoviales proximos a la articulacién poseen la capacidad de diferenciarse a
condrocitos (el Unico tipo celular presente en el cartilago maduro), en un proceso
conocido como condrogénesis. Debido a la capacidad que tienen las MSCs para
expandirse y diferenciarse in vitro a este tipo celular, estas células encierran un
enorme potencial terapéutico. De hecho, se espera que en un futuro cercano
puedan ser usadas en medicina regenerativa para tratar enfermedades que
actualmente carecen de tratamiento efectivo, como es el caso de la artrosis. Sin
embargo, el conocimiento que existe en la actualidad acerca de los mecanismos
moleculares que intervienen en este proceso de diferenciacién condrogénica es
bastante limitado, debido principalmente a la falta de marcadores condrogénicos

bien definidos.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar el marcaje metabdlico SILAC en el
modelo de condrogénesis in vitro utilizado en nuestro laboratorio, con el fin de
aplicar dicha técnica para estudiar las alteraciones que se producen en el

proteoma de las MSCs en las primeras fases de la diferenciacidon condrogénica.

Con este objetivo, en primer lugar se aislaron MSCs a partir de la médula dsea
obtenida de tres donantes. A continuacién, se realizé un ensayo de proliferacion
para analizar el crecimiento de las células en diferentes medios de cultivo y
comprobar que la adicion de los aminodcidos pesados no afectaba al crecimiento
celular. Una vez seleccionado el medio de cultivo, se determind el pase en el que
la eficacia del marcaje alcanzaba practicamente el 100%. Una vez verificada la
completa incorporacion de los aminoacidos pesados, el proceso de diferenciacién
se indujo utilizando un sistema de cultivo tridimensional en micromasa. Para ello,
los pellets de células fueron cultivados durante 14 dias en un medio condrogénico

que contenia, ademas de otros factores, 10 ng/ml TGF-B;. Las micromasas se
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recogieron a diferentes tiempos de la condrogénesis para realizar el estudio

protedmico, y también para evaluar mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas y PCR a tiempo real el proceso de diferenciacién en nuestras
condiciones de estudio. Las proteinas se extrajeron a partir de las micromasas
obtenidas a dia 2 (muestra sin marcar) y a dia 14 (muestra marcada), se
cuantificaron mediante el ensayo Bradford y se mezclaron en proprocién 1:1.
Seguidamente, cada mezcla de proteinas se separé en un gel al 10% de
poliacrilamida y cada carril se dividié en 10 bandas. Cada banda se digirié con
tripisina y los péptidos resultantes se separaron mediante nanocromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (nanoLC-MALDI-TOF/TOF). La
identificacion y cuantificacion de las proteinas se realizdé con el software

ProteinPilot 2.0.

El andlisis de expresion génica mediante PCR a tiempo real reveld un incremento
en la expresion de genes marcadores de condrocitos como el coldgeno tipo I, el
agrecano y el factor de transcripcién Sox9 a los 14 dias de diferenciacion
condrogénica. A su vez, los estudios histoldgicos confirmaron la formacion de
proteoglicanos y glicosaminoglicanos sulfatados después de los 14 dias de
condrogénesis. Estos resultados mostraron que se estaba produciendo una buena
diferenciacidn en nuestras condiciones de cultivo. Mediante la combinacién del
marcaje SILAC y la tecnologia nanolLC-MS/MS se pudieron identificar 622
proteinas diferentes en los extractos proteicos de las micromasas. Entre ellas, los
niveles de 65 proteinas se modulaban significativamente durante el proceso
condrogénico. La mayor parte de las mismas, 51, se encontraron aumentadas a
dia 14 y estan principalmente relacionadas con el metabolismo celular y la ruta de
la glucélisis. Entre ellas destacamos la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), la enolasa (ENOA), la fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) o la fosfoglicerato
mutasa (PGAM1). Otras proteinas de interés que se encontraron incrementadas a
dia 14 con respecto al dia 2 son la gelsolina (GELS) y la vimentina (VIME), ambas
implicadas en la organizacién del citoesqueleto. También la fibronectina y el

colageno tipo VI, componentes caracteristicos de la ECM de los condrocitos
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maduros, aparecieron aumentadas a dia 14. Por otro lado, 19 proteinas mostraron

un descenso en su expresion a dia 14 con respecto al dia 2. Aunque algunas de
ellas participan en la sintesis de proteinas como la glicil-tRNA sintetasa (SYG) o la
fosfoserina aminotransferasa (SERC), otras participan en procesos de transporte
como la perilipina 3 (PLIN3) y en la remodelacion del citoesqueleto como la

proteina caldesmon (CALD1) o la tropomiosina (TPM4).

En definitiva, la identificacién y cuantificacion de los dos estados celulares (células
indiferenciadas/diferenciadas) revela los mecanismos moleculares que participan

en la diferenciacion condrogénica.
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s ABSTRACT: Human mesenchymal stem cells (hMSCs), Early Chondrogenesis Markers
9 residing in bone marrow as well as in the synovial lining of EC joets AIFA VME
10 joints, can be triggered to differentiate toward chondrocytes. ]
11 Thus, hMSCs harbor great therapeutic potential for the repair
12 of cartilage defects in osteoarthritis (OA) and other articular
13 diseases. However, the molecular mechanisms underlying the
14 chondrogenesis process are still in part unknown. In this work,
15 we applied for the first time the stable isotope labeling by
16 amino acids in cell culture (SILAC) technique for the
17 quantitative analysis of protein modulation during the
18 chondrogenic differentiation process of hMSCs. First, we
19 have standardized the metabolic labeling procedure on MSCs
20 isolated from bone marrow (hBMSCs), and we have assessed
21 the quality of chondrogenesis taking place in these conditions. Then, chondrogenic differentiation was induced on these labeled
2 cells, and a quantitative proteomics approach has been followed to evaluate protein changes between two differentiation days.
23 With this strategy, we could identify 622 different proteins by LC—MALDI-TOF/TOF analysis and find 65 proteins whose
24 abundance was significantly modulated between day 2 and day 14 of chondrogenesis. Immunohistochemistry analyses were
25 performed to verify the changes on a panel of six proteins that play different biological roles in the cell: fibronectin, gelsolin,
26 vimentin, alpha-ATPase, mitochondrial superoxide dismutase, and cyclophilin A. All of these proteins were increased at day 14
27 compared to day 2 of chondrogenic induction, thus being markers of the enhanced extracellular matrix synthesis, cell adhesion,
28 metabolism, and response to stress processes that take place in the early steps of chondrogenesis. Our strategy has allowed an
29 additional insight into both specific protein function and the mechanisms of chondrogenesis and has provided a panel of protein
30 markers of this differentiation process in hBMSCs.

31 KEYWORDS: mesenchymal stem cells, chondrogenesis, proteomics, SILAC, bone marrow, chondrocytes, cartilage
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2 l INTRODUCTION vivo. To induce mesenchymal condensation and cell-to-cell so
interactions, MSCs are cultured in three-dimensional, high s
density aggregates (pellet culture),** and in the presence of s
factors that stimulate chondrogenic differentiation, such as s3
dexamethasone® and transforming growth factor f (TGEp),” s4
which is one of the earliest signals in chondrogenic ss
condensation.® Despite the high interest focused on chondro- s6
genesis, the absence of well-defined markers hampers the s7
studies on this process and is one of the main underlying causes ss
for the lack of knowledge on its molecular mechanisms. 59

Proteomic strategies have been repeatedly followed in the 6o
recent years in order to increase the knowledge on the biology 61

33 Mesenchymal stem cells (MSCs) are undifferentiated multi-
34 potent cells. With a capacity to self-renew, they can be found in
35 several adult tissues. Due to their properties, MSCs can be
36 expanded in vitro and represent a promising source for cell-
37 based therapy.! From those available sources for MSCs
38 isolation, bone marrow is the most commonly used. Bone
39 marrow MSCs (BMSCs) are well-characterized multipotent
40 cells, which can differentiate into different cell types including
41 osteoblasts, adipocytes, and chondrocytes.” The process by
4 which MSCs differentiate toward chondrocytes is called
43 chondrogem&sis.3

44 The chondrogenic potential of BMSCs turns them into an of MSCs from different origins, as well as on their &
45 interesting alternative for cell-based therapy of cartilage defects. differentiation processes.”'" In this work, we have chosen to ¢
46 Chondrogenesis includes mesenchymal cell condensation and study a model developed and characterized in the last years in 64
47 chondrocyte differentiation. There are a number of protocols

48 for the induction of an in vitro differentiation of BMSCs toward Received: June 25, 2012

49 mature chondrocytes, which mimic the processes that occur in

< ACS Publications  © xxxx American Chemical Society A dx.doi.org/10.1021/pr300572r | J. Proteome Res. XXXX, XXX, XXX—XXX
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65 our laboratory."! This model, which makes use of MSCs
66 derived from the bone marrow of femoral condyles, has
67 recently suggested its putative usefulness to promote repair of
6 articular cartilage defects in a cell therapy-based strategy.'>

69 From all quantitative proteomics approaches, stable isotope
70 labeling by amino acids in cell culture (SILAC) has proven its
71 robustness and accuracy for the differential study of proteins
72 from cell cultures.'® We have recently applied this technique,
73 followed by LC—MALDI-TOF/TOF analysis, for the study of
74 primary cultured human articular chondrocytes. With this
75 strategy, we have been able to evaluate in a quantitative way the
76 effect of proinflammatory cytokines'* or pharmaceuticals™® on
77 their protein profile. In the present work, we first aimed to
78 standardize the SILAC technique in our hBMSC model for
quantitative proteomic purposes, and then to employ this
80 methodology to study the proteome alterations that occur in
81 the first steps of chondrogenic differentiation.

N
]

s2 l MATERIALS AND METHODS

1. Isolation and Culture of Human Bone Marrow MSCs

83 Bone marrow samples were obtained as trabecular bone biopsy
84 specimens from the femoral heads of six patients undergoing
ss hip arthroplasty at the Complejo Hospitalario Universitario A
86 Corufia. The average age of the patients was 70 years (range
87 65—74 years). The study has been approved by the Ethics
88 Committee of Galicia, and all patients gave their informed
89 consent. Cells were isolated from trabecular bone marrow
90 samples by washing the femoral heads with Dulbecco’s
91 modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza Biowittaker,
92 BE12—604F) supplemented with 5% fetal bovine serum
93 (FBS) and 1% (volume/volume) of penicillin (100 units/
94 ml)-streptomycin (100 yg/mL) (Invitrogen). The resulting cell
95 suspension was filtered (using a filter of 41 ym) and centrifuged
96 at 1500 rpm for 10 min. After removing the supernatant by
97 decantation, the cell pellet was resuspended in DMEM medium
98 with 20% FBS and then plated at a seeding density of 1 X 10°
99 cells/cm* and incubated at 37 °C in a $% CO, atmosphere.
100 After 48 h, the medium was replaced to remove nonadherent
101 hematopoietic cells. Culture media was replaced every 4 days
102 until passage 2, after which cells were cultured in a commercial
103 expansion medium for SILAC (Thermo Scientific, 88201).

2. Preparation of SILAC Labeling Medium

104 The expansion medium was supplemented with glucose (4.5 g/
10s L), 10% dialyzed FBS (Thermo Scientific, 88212) and
106 antibiotics but lacking arginine and lysine. Heavy SILAC
107 amino acids L-lysine-HCI—"*C (Silantes, 352042) and L-
108 arginine-HCI-"3C,"*N, (Silantes, 356032) and the standard
109 forms L-lysine-HCI-""C, (Silantes, 350042) and L-arginine-
110 HCI-">C¢"N, (Silantes, 350032) were supplemented to the
111 medium at 28 mg/L and 146 mg/L for the arginine and lysine,
112 respectively. Medium was then sterile filtered before use. For
113 cell labeling, 5 X 10* MSCs (P2) from each donor were seeded
14 in two 25-cm? culture flasks (for the light and heavy
11s conditions). After reaching 80% confluence, cells were
116 recovered from the culture flasks by trypsinization, and were
117 subcultured every 6—7 days until achieving complete
118 incorporation of the labeled amino acids (passage S—6).

3. Cell Proliferation Assay
119 Cell viability was evaluated by Trypan blue dye exclusion

120 throughout the work. However, to monitor the growth rate of
121 the hBMSCs in the conditions of our study, we employed the

MTS  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphen- 122
y1)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] assay. With 123
this aim, the CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell 124
Proliferation Assay (Promega, WI) kit was used following the 12s
manufacturer’s instructions. Cells were seeded into 9LC—6-well 126
plates in triplicate in the different media employed in our study 127
(SILAC expansion medium and SILAC standard DMEM 128
medium, both supplemented with light and heavy amino acids). 120
A cell titration assay was performed for each medium (0, 500, 130
1000, 1500, 2000, 2500, 5000, 10000). After § days at 37 °C in 131
a humidified, 5% CO, atm, 10 uL of combined MTS/PMS 132
(phenazine methosulfate) solution were added to each well. 133
After 3 h, the absorbance at 490 nm was recorded using an 134
ELISA plate reader (Labsystems Multiskan Plus Plate Reader). 13

4. Chondrogenic Differentiation Assay

In order to induce chondrogenesis, a micromass three- 136
dimensional culture system was used.* Briefly, a total of 25 X 137
10° cells were placed in a 15-ml conical polypropylene tube and 135
centrifuged at 1500 rpm for $ min at 21 °C. Ten 139
differentiations were carried out per donor. The pellets (1 140
pellet/tube) were cultured, at 37 °C with 5% CO,, in S00 uL 141
commercial chondrogenic differentiation medium (Pierce 142
Biotechnology, 88203) supplemented with 15% dialyzed FBS, 143
1% penicillin (100 units/mL)-streptomycin (100 pg/mL) and 144
either normally or isotopically labeled arginine and lysine. 145
Medium was replaced every 2 days. Micromass pellets were 146
harvested at different times of chondrogenesis (2 and 14 days) 147
for mRNA (mRNA), proteomic, and histologic analyses. 148
5. Histologic and Immunohistochemical Analyses of

Micromass Pellets 149

Micromass pellets (one per donor) were frozen in OCT 150
embedding matrix (BDH Chemicals, Poole, U.K.) and cut at 4 151
um with a cryostat (Leica Microsystems, Barcelona, SP) for 1s2
histological evaluation. Sections were fixed in 4% (w/v) 153
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in phosphate buffered saline 154
(PBS), pH 7.6 and stained with Safranin-O and Alcian Blue (all 155
from Sigma-Aldrich) to evaluate the distribution of matrix and 156
production of cartilage proteoglycans. In addition, some 157
sections were stained with Massofis Trichrome to assay 1ss
collagen fibers and Toluidine Blue, which allows assessing 159
metachromatic staining of cartilage matrix due to proteoglycan 160
content. Other sections were immunostained with monoclonal 161
antibodies against type I (COLI, 1:1000, Abcam, Cambridge, 162
U.K.), type 11 (COL2, 1:200, Chemicon, Temecula, CA) and 163
type X collagens (COL10, 1:1000, Sigma). Biotinylated 164
secondary antibodies were detected with a peroxidase-labeled 165
biotin-streptavidin complex (Vectastain Elite kit; Vector 166
Laboratories, Perborough, U.K.) with diaminobenzidine 167
substrate (1:1000, Vector Laboratories). Normal human 16s
cartilage was used as a positive control for the detection of 169
COL2, OA human cartilage was used as a positive control for 170
COL10, and normal human skin was used as a positive control 171
for COL1. Normal mouse serum was used as a negative control 172
for all tests. For the verification analyses, the monoclonal 173
antibodies employed in the THC assays were: FINC (Santa 174
Cruz), GELS (Sigma), VIME (Abcam), ATPA (BD Bio- 175
sciences), SODM (BD Biosciences) and PPIA (Santa Cruz). 176

A densitometric analysis of the images was performed to 177
quantify the relative abundance of those proteins detected in 178
the immunohistochemical analyses. With this aim, at least three 179
images from the same assay were quantified with AnalySIS 1s0
Image Processing software 5.0 (Olympus Soft Imaging 1si
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Table 1. Primers Employed in This Study for the Evaluation of Chondrogenesis

gene name forward primer (5'—3") reverse primer (3'—5') mRNA ID number
Agreccan (Agg) gectacgaageaggctatga geacgccataggtectga BC036445
Collagen type 1 (Coll) gteatgctggtectgttggt caccatcgtgagecttctct NM_000088
Collagen type 2 (Col2) gtgtcagggccaggatgt teccagtgtcacagacacagat NM_001844
Sox9 gtaccegeacttgeacaac tegctctegttcagaagtcte NM_000346
608 Acidic ribosomal protein PO (Rplp0) tetacaaccetgaagtgcttgat caatctgcagacagacactgg NM_053275

182 Solutions Gmbh, Miinster, Germany), using the staining
183 intensity assigned by the program for the inmunohistochem-
184 istry values. Data were expressed as the percentage of positive
185 staining intensity of those sections examined under the same
186 magpnification and light microscopy conditions. The total area
187 of each micromass was used to normalize all values of
188 intensities.
6. Real-time PCR Assays

189 Total RNA from MSCs pellet cultures at 2 and 14 days was
190 extracted using the Trizol L.S. reagent (Invitrogen), according

191 to the manufacturer's instructions. Three micromasses per
192 donor were employed for this analysis. RNA concentration was

(Sigma) for 1 h at 37 °C and alkylation with § mM

iodoacetamide (Sigma) for 45 min in the dark at room 23

temperature, protein sample was digested with trypsin
(Promega) (1:20 enzyme/substrate ratio), at 37 °C overnight,
in a final volume of 50 yL 25 mM ammonium bicarbonate to
reduce the urea concentration to 2M. After incubation, the
reaction was stopped by acidifying with trifluoroacetic acid
(Sigma) to a pH lower than 2. Tryptic peptides from the
solution digestion were cleaned up and desalted with a solid
phase extraction Nu-Tips Cy4 (Glygen Corporation, Columbia,
MD) to remove urea, salts, undigested proteins and trypsin that
would interfere with the LC—MS/MS analysis. Peptides were
loaded on the tips, after washing with 10 column volumes of

193 determined through a Nanodrop ND-100 spectrophotometer 0.1% TEA, peptides were twice eluted with SO uL of 70% ACN, 246
194 (Nanodrop, Wilmington, VA) at 260 nm. The purity of RNA 0.1% TFA. 27
195 was assessed by measuring the Ayqy/A 4 ratio. A total of 1 ug . . . .

196 RNA was used for the first-strand cDNA (cDNA) synthesis 8. Protein Separation and In-gel Digestion

197 using the Transcriptor First Strand ¢DNA Synthesis kit The proteomic experiments were conducted in triplicate. 248

19s (Roche). The reverse transcription (RT) reaction was
199 performed in a 20 uL reaction volume containing reverse
200 transcriptase (10 units), random hexamer primers (60 uM),
201 anchored-oligo (dT),s primer (2.5 uM) and dNTPs (1 mM
202 each) at 25 °C for 10 min, followed by 30 min at S5 °C and §
203 min at 85 °C to inactivate the enzyme. Quantitative real-time

Micromasses from the two different time points (2 and 14
days) were broken using a mixer mill (Retsch, MM200)
provided with zirconium oxide grinding balls and homogenized
in 1S uL lysis buffer (6 M Urea, 2 M Thiourea, 4% CHAPS, 30
mM Trizma-base). Six micromasses per donor were employed
for the proteomic analysis. Equal amounts of protein from each

204 PCR was performed to assess the expression of cartilage specific sample were mixed 1:1 according to the measured protein 2ss
205 markers (AGG, COL2A1, SOX9), and a gene associated with concentrations. Fifteen micrograms of protein mixtures were 256
206 hypertrophic or OA cartilage (COLIA1). The reaction was subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 257
207 carried out in a 20 uL reaction volume containing 10 uL of the (PAGE) and visualized using colloidal blue staining. The gel 258
208 SYBR Green mix, 2 L of the RT reaction mixture, and 0.3 uL lane was cut into 10 slices of similar size, and then each piece 259
209 (0.3 uM) each primer using LightCycler 480 SYBR Green I was destained using 50% acetonitrile/50% 25 mM ammonium 260
210 Master (Roche Applied Science). The PCR program consisted bicarbonate solution. After destaining, samples were reduced 261
211 of initial preincubation for activation of Taq polymerase at 95 with 10 mM dithiothreitol for 30 min at 56 °C and alkylated 262
212 °C for S min, followed by 50 cycles of denaturation of DNA at with 50 mM iodacetamide for 10 min in the dark. Gel pieces 263
213 95 °C for 10 s, annealing at 61 °C for S s, and extension at 72 were dehydrated in 100% ACN and then incubated overnight 264
214 °C for 7 s. Primers for COL1A1, COL2A1, SOX9, AGG, and in 6.66 ng/ uL trypsin (Roche) solution (in 25 mM ammonium 265
215 RPLPO (housekeeping gene) were designed using Universal bicarbonate) at 37 °C. The tryptic peptide mixtures were 266
216 Probe Library tool available at Roche Web site (http://www. extracted from the gel pieces with 50% ACN/0.1% TFA. 267
217 r.oche—.appljed—science.com). Details of Frimer sequences are 9. Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry
218 listed in Table 1. The threshold cycle (C,) value for each gene (LC—MS/MS) Analysis 28
219 of interest was measured for each RT sample and normalized . . .
220 against RPLPO. Data were analyzed with method 278ACt and LC_MS/M*? malysls was .carr%ed out using a fI'empf) nanoLC 269
221 expressed as relative expression levels of the two times of System (Eksigent). Five microliters of the peptide mixture were 270
22 chondrogenesis (14 vs 2). injected at a flow rate of 15 yL/min on a C3 precolumn 271
i . X . (Michrom, 0.5 X 2 mm) where peptides were concentrated and 272
7. Cell Lysis and In-solution Digestion desalted for 10 min. The precolumn was online coupled to a 273
223 To determine the incorporation rate of heavy amino acids, cells reversed-phase column (Integrafit C,g, Proteopep II, 75 um id, 274
224 cultured in heavy-labeled expansion medium during 5 passages 10.2 cm, 5 pum, 300 A, New Objective, USA), and the peptides 275
225 were collected. First, cells were washed with PBS twice and were separated using a gradient of S—45% buffer B (80% ACN, 276
226 trypsinized from culture flasks followed by centrifugation at 0.1% TFA) over 120 min with constant flow of 350 nL/min. 277

227 1500 rpm for 10 min. The supernatant was discarded and the
228 pellet was resuspended in 30 uL lysis buffer composed of 6 M
229 urea, 2 M thiourea and 25 mM ammonium bicarbonate (all
230 from Sigma). Then, cell lysate was clarified by centrifugation.
231 Protein concentration was determined using Bradford assay
232 prior to digestion. After reduction with 1.25 mM dithiothreitol

Peptides were mixed with a-cyano-4-hydroxycinnamic and
spotted onto MALDI plate each 15 s using a Sun Collect
MALDI Spotter/Micro-Fraction Collector (SunChrom Wis-
senschaftliche Gerite GmbH, Germany). Mass spectrometry
analysis was performed on a 4800 MALDI-TOF/TOF
instrument (ABSciex) with a 200 Hz repetition rate
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284 (Nd:YAG laser). MS full scan spectra were acquired from 800
285 to 4000 m/z. A total of 1500 laser shots were accumulated for
286 each TOF-MS spectrum at an optimized fixed laser setting.
287 Tandem MS mode was operated with 1 kV collision energy
288 with CID gas (air) over a range of 60 m/z to —20 m/z of the
289 precursor mass value. Precursor mass window was 300 ppm
290 (fwhm) in reflective mode. A minimum of 800 and a maximum
201 of 1500 laser shots were accumulated with laser stop conditions
292 set at ten product ion peaks of S/N (signal-to-noise, ratio) >
203 100 at an optimized, fixed laser setting with metastable
2094 suppressor option on. Data-dependent tandem MS settings
295 included acquisition of up to 20 most intense ion signals per
296 spot. If two or more consecutive spots in an LC run with
297 precursor m/z were within 200 ppm tolerance, the spot with
298 the maximum S/N was subjected to tandem MS analysis.

3
S

10. Protein Identification and Database Searching

299 For protein identification, MS/MS spectra acquired by 4000
300 Series Explorer software were searched with ProteinPilot 3.0
301 (ABSciex) against the Uniprot-SwissProt protein database
302 (release version 2010 _12; November, 2010; 12769092 entries),
303 using the Paragon Algorithm. The parameters for searching
304 were oxidation of methionine residue, heavy Lys and heavy Arg
30s with delta mass of 6 and 10 Da, respectively, as variable
306 modifications, and iodoacetamide alkylation of cysteine residue
307 as a fixed modification. A maximum of one missed cleavage was
308 allowed and trypsin was the digestion agent. Only proteins
309 identified with at least two distinct peptides with 95%
310 confidence and a ProtScore (ProteinPilot Software protein
311 confidence measure) of at least 1.3 were taken into account for
312 the relative quantification, Data were normalized for loading
313 error by bias correction. The PSPEP program was used
314 independently to calculate false discovery rates. Searches
315 against a concatenated database containing both forward and
316 reversed sequences allowed the false discovery rate to be kept at
317 1%. Protein quantification was also performed by ProteinPilot
318 3.0 software, which automatically calculated the protein
319 abundance as ratios of the areas of the monoisotopic peaks of
320 labeled versus nonlabeled peptides. In the final list of quantified
321 proteins we only consider significant changes those with ratio
322 >1.3 or <0.75 and a p-value < 0.05. Uniprot database was used
323 to classify modulated proteins into different biological
324 processes. Pro Group Algorithm

11. Statistical Analysis

325 Bach experiment was repeated at least three times. The
326 statistical significance of the differences between mean values
327 was determined using a two-tailed t-test, considering significant
328 p-values < 0.0S. In the proteomic analysis, normalization tools
329 and statistical package from the ProteinPilot software were
330 employed. Only those changes with a p-value < 0.05 and a ratio
31> 13 (or <0.75) were considered significant. Where
332 appropriate, results are expressed as the mean + standard error.

333 @ RESULTS
334+ Standardization of Metabolic Labeling in hBMSCs

335 We pursued to perform a quantitative proteomic analysis on the
336 hBMSCs obtained in our laboratory by employing the SILAC
337 strategy. With this objective, we first standardized the protocol
338 for a full metabolic labeling of these cells in culture. This
339 standardization consisted in analyzing the cellular growth in the
340 SILAC media, performing titration assays to determine the
341 minimal amount of arginine that allows normal cell growth
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while preventing its metabolic conversion to proline, and finally 342
the assurance of complete incorporation of the labeled amino 343
acids (100% efficiency) in the previously defined conditions of 344
culture. 345
The hBMSCs were isolated according to a procedure 316
previously published by our grou[xll Cells in the second 347
passage were tested for viability and growth rate, either in the 348
commercial expansion media for SILAC (Thermo Scientific) 349
and in DMEM for SILAC, both supplemented with light or 3s0
heavy Arg and Lys and dialyzed FBS. A proliferation assay was 3s1
carried out to evaluate growth in the presence of the different 352
isotopes, and to choose the expansion media for the labeling 353
procedures. The assay showed a better growth of the cells in 354
the commercial expansion media than in DMEM, regardless of 3ss
the isotopic composition of the added amino acids (Supple- 356
mentary Figure 1, Supporting Information). Cell growth 3s7
increased an average of 24.40 + 3.61% with a highly significant 358
difference (p < 0.001). After the confirmation of normal 3s0
growth, lysine and arginine concentrations were titrated for the 360
SILAC assay, and we decided to expand the cells with the 361
standard concentration of Lys (146 mg/L) but with a lower 36
amount of Arg (28 mg/mL). These conditions allowed us to 363
avoid quantitation errors potentially introduced by the arginine 364
to proline conversion in previous studies employing chon- 365
drocytes.'*"* 366
Once the cell culture conditions were established, cells were 367
expanded until a complete incorporation of the heavy amino 368
acids was achieved. To evaluate this, cells were grown with 369
heavy arginine and lysine as the only source for the respective 370
amino acids. An aliquot was collected at different passages, 371
lysed in urea buffer, digested in solution and analyzed by 37
MALDI-TOF/TOF MS. Incorporation efficiencies, on average 373
above 98%, were evaluated by the assessment of SILAC ratios 374
observed in the labeled versions. Figure 1 shows a 7sn
representative graphic of the heavy amino acid incorporation 376
in the hBMSCs following our cell culture procedures after five 377
passages. At this step, an incorporation of both lysine and 378
arginine above 98% was quantified in the detected peptides. 379

450
408
400
350
300
250
200
150

105
100

Number of peptides

50
2 B 5 6 5

0 =
<75 (75-85) (86-99) 100
% Incorporation

Figure 1. Evaluation of SILAC labeling efficiency in hBMSCs. Cells
were grown for five passages with heavy arginine and lysine as the only
source for the respective amino acids, lysed in urea buffer, digested in
solution and analyzed by nanoLC—MS. Incorporation efficiencies, all
above 98%, were evaluated by the assesment of SILAC ratios observed
in the labeled versions of 117 lysine-containing peptides (blue) and
478 arginine-containing peptides (green). The graphic shows a
representative experiment.

dx.doiorg/10.1021/pr300572r | J. Proteome Res. XXXX, XXX, XXX—XXX



Journal of Proteome Research

380 This percentage rose to almost 100% in the next passage.
381 Therefore, we decided to expand the cells for six passages to
382 achieve a complete labeling, which is essential for assuring high
383 quantification accuracy and data reproducibility in the next
384 phases of this work.

385 Chondrogenic Differentiation of hBMSCs in the SILAC

386 Experiments

387 Once the cells were fully labeled, we started performing the
388 chondrogenesis experiments in order to evaluate the differ-
389 entiation in the conditions of our study. With this aim, cells
390 were cultured in three-dimensional cultures (micromasses),
391 accordin% to standard procedures previously established in our
392 group.“’ ¢ For the stimulation of chondrogenesis in our
393 hBMSCs, we employed a commercial chondrogenic medium
394 lacking Arg and Lys (Pierce), and collected micromasses at two
395 days of differentiation (day 2 and day 14) to evaluate if it was
396 taking place properly.

397 First, we employed this chondrogenesis model to perform
398 transcription analysis on well-known chondrocyte markers,
399 such as type II collagen (COL2, specific for cartilaginous
400 tissues), aggrecan (AGG, a large proteoglycan which is a major
401 component of extracellular matrix of cartilaginous tissues) and
402 the transcription factor SOX9, which is known to play a key
403 role in chondrogenesis.'” The primers used for this study are
404 listed in Table 1. The real-time PCR analysis was performed on
405 RNA isolated from six independent differentiations. As shown
406 in Figure 2, a clear upregulation of Type II Collagen gene (8.6
407 fold) was found at day 14 when compared to day 2 with
408 statistic significance (p = 0.013). An analogous result was
409 detected for aggrecan (5.7-fold) and SOX9 (2.2-fold), although
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Figure 2. Transcriptomic evaluation of the chondrogenesis of SILAC-
labeled MSCs. Real-time PCR assays were carried out to measure gene
expression of chondrocyte and MSC markers. Data represent the mean
(SE) of three independent experiments in duplicate (* p < 0.05; ** p
< 001 and *** p < 0.005 vs basal). Error bars indicate standard
deviation of the mean (* p < 0.0S vs basal).

the high variability of expression found at day 14 for these two 410
genes did not allowed to get statistically significant results. 411
Histochemical and Immunohistochemical analyses were also 412
performed on the micromasses, in order to study their 413
characteristics. Specifically, the micromasses (n = 6) were 414
stained with Safranin-O and Alcian Blue to evaluate the 415
distribution of matrix and production of cartilage proteoglycans 416
(Figure 3A). In addition, some sections were stained with 41763
Masson's Trichrome (to assay collagen fibers) and Toluidine 418
Blue (which allows assessing metachromatic staining of 419
cartilage matrix due to proteoglycan content). Inmunolocaliza- 420
tion assays were also performed, including the detection of a 421
cartilage marker such as Type II collagen (COL2), a bone 422
marker (COL1), and a marker of chondrocyte hyperthrophy 423
(type X collagen, COL10). Altogether, our results clearly show 424
a proper matrix formation at day 14 of the chondrogenic 425
induction, illustrated by the representative images of Figure 3B. 46

Proteomic Characterization of the SILAC-labeled hBMSC 427
Undergoing Chondrogenic Differentiation 428

Once we confirmed that the differentiation process was taking 429
place correctly, we collected micromasses at day 2 (cultured in 430
light medium) and day 14 (cultured in heavy medium) to 431
evaluate in a quantitative way the differential proteomic profile 432
of both types of structures. Three biological replicates were 433
analyzed in this study. Proteins were extracted from the 434
micromasses using a bead mill, and they were subsequently 435
mixed 1:1 (heavy:light) and separated by SDS-PAGE in a 10% 436
polyacrylamide gel. Then, the gel lanes were cut into 10 slices 437
of similar size, and proteins in each slice were in-gel digested 438
with trypsin. Finally, the correspondent peptides were extracted 439
and analyzed by nanoLC—MALDI-TOF/TOF MS. Data were 440
collected from the approximately 480 spots that were deposited 441
on the MALDI plate per LC run. 442

The data analysis was carried out using ProteinPilot software, 443
which allowed the identification of 622 different proteins in the 444
hBMSCs proteome (after protein grouping with the ProGroup 44s
algorithm), 486 of them with more than one peptide at 95% 446
confidence. These proteins, together with the identification 447
data obtained by the software (score, protein coverage and 44s
number of peptides), are listed in Supplementary Table 1 449

(Supporting Information). 450
Quantification of the Proteins Altered during 4s1
Chondrogenesis 452

The relative quantification of the proteins was performed by the 4s3
calculation of the SILAC ratios with ProteinPilot software. By 4s4
these means, we were able to quantify 595 different proteins 4ss
(96% of those identified). 64 proteins were found to be 4s6
quantitatively modulated at day 14 of chondrogenesis when 457
compared to day 2, with a p-value < 0.0S. Supplementary Table 4ss
2 lists all the unique peptides employed for the quantification of 4s9
the altered proteins. From these, most of them, 51, were 460
increased at an advanced stage of differentiation, and are shown 461
in Table 2. We identified several proteins related with cellular 462 2
metabolism and the glycolytic pathway in the proteomic 463
analysis, and all of them were increased at day 14. Other 464
relevant functional groups that were found altered between the 465
two steps of chondrogenesis are involved in protein synthesis 466
and turnover, cytoskeleton organization and chaperones/stress 467
response (Figure 4A). Regarding characteristic ECM proteins, 468 4
two chains from type VI collagen and fibronectin were also 469
increased at day 14 compared to day 2. Finally, several annexins 470
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Figure 3. (A) Histoch land (B) i hi

hemical analyses of hBMSCs micromasses. Representative images of the assays are shown (n =

6). Analysis was carried out at the two different stages of chondrogenic differentiation (day 2 and day 14) selected for the proteomic analysis. MT,
Masson Trichrome; AB, Alcian Blue; TB, Toluidine Blue; SO, Safranin O; COL1, Type I collagen; COL2, Type II collagen; COL10, Type X

collagen.

]

displayed an analogous modulation during chondrogenic
472 induction.

473 Inversely, 14 proteins were detected as decreased at day 14
474 when compared to day 2 with statistical significance. These
475 proteins are listed in Table 3, and they are mainly related with
476 protein synthesis and cytoskeleton organization (Figure 4B).
477 Verification Assay of a Panel of Putative Protein

478 Biomarkers of Chondrogenesis

479 We then pursued to verify the modulation of a panel of those
480 proteins identified as increased with the advance in the
481 differentiation process. With this aim, immunohistochemistry
482 analyses were performed to evaluate the abundance of a set of
483 six proteins, each of them involved in different gene ontology
484 groups according to the biological process in which they
485 participate: fibronectin (FINC, cartilage ECM  structure),
486 gelsolin (GELS, actin-related protein), vimentin (VIME, an
487 intermediate filament), ATP synthase subunit alpha (ATPA,
488 energy production), manganese superoxide dismutase (SODM,
489 redox processes) and peptidyl-prolyl cis—trans isomerase A
490 (PPIA, with a role in protein folding). Images were obtained
491 from the micromasses at day 2 and day 14 of differentiation (n
492 = 6). As illustrated in Figure S, all six proteins increase with
493 statistical significance at a more advanced stage of chondro-
494 genesis. A densitometric analysis was performed on all the
495 images in order to acquire quantitative data on the
496 immunostaining. By this strategy, the mean increase was
497 quantified as 2.80-fold for FINC, 29.22-fold for GELS, 3.50-fold
498 for VIME, 2.37-fold for ATPA, 14.78-fold for SODM and 2.28-
499 fold for PPIA. The graphical representation of these
500 quantitative results, expressed in % positivity per analyzed
so01 area, is also shown in Figure S.

so2 M DISCUSSION

503 Damaged or degenerated articular cartilage has limited capacity
s04 for regeneration. It is an avascular tissue; therefore, the normal

88

mechanisms of tissue repair-involving humoral factors and sos
recruitment of stem/progenitor cells to the damaged site- s06
cannot take place correctly}s'm To solve this drawback, the use so7
of autologous or allogenic stem cells has been suggested as an sos
alternative therapeutic approach for the treatment of cartilage so9
defects.”® The interest in MSCs and their possible application s1
in cell therapy have resulted in a better understanding of the si1
basic biology of these cells. However, the variety of stem cell si2
sources and the heterogeneity of strategies employed on the in s13
vitro models complicate a better understanding on the si4
molecular events that drive the differentiations. 515

Proteomics approaches provide a high power to unravel sis
these complex processes. Over the last years, several proteomic s1
approaches have been followed to characterize different sis
populations of MSCs,”! including the identification of proteins si9
responsible for their osteogenic®® > and adipogenic®**® 520
differentiation. Most recently, two proteomic strategies have s21
been followed to characterize the protein modulations that s22
occur specifically during the chondrogenic differentiation of s23
MSCs: one consisting of an iTRAQ-based analysis of a murine s24
embryonic mesenchymal cell line,”” whereas the other s
employed a DIGE strategy on a novel chondrogenesis model s
employing MSCs from umbilical cord stroma.”® In the present 527
study, we have applied an alternative strategy based on stable s
isotope labeling of MSCs proteins throughout their expansion s
in order to evaluate, in a quantitative way, those changes that s30o
occur in their proteome during their differentiation toward ssi
chondrocytes. Optimization of the SILAC technique on s3
hBMSCs prior to the chondrogenesis analyses will be of great s33
value to achieve a high quantification accuracy and robustness s3.
in our LCMALDI-TOF/TOF workflow.>® Metabolic labeling s3s
strategies have enabled the study of individual protein turnover s3s
and global proteome dynamics in cells and whole organisms.30 537
Furthermore, they have demonstrated their usefulness for the s3s
large scale analysis of the subset of secreted proteins, as they s39

s

3

2
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Table 2. Proteins Quantified by SILAC and LC—MALDI-TOF/TOF as Increased during the First 14 Days of Chondrogenic
Differentiation of hBMSCs

acc no”

P1s121
P06733
P25703
P06576
P16152
Q6555
P04406
P11216
P00338
P10253
P15559
P40261
P00558
P18669
P05023
P29401
P60174

P15144
P07858
P07339
P26641
Q93077
P62805
QENZI2

P59998
P61158
P06396
P07437
P68371
P08670

P11021
P14625
P30041
P62937
P04179

P12110
PI2111
P02751

P35232
Q99623
014773

P07355
09525
P08758
08133
Qo313
P04843
Qo8431
P02545
QISs82
QIBVK6

peptides

protein name abbrev?  ID®

Glycolysis/Metabolism

Aldose reductase ALDR 3
Alpha-enolase ENOA 33
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATPA 11
ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATPB 11
Carbonyl reductase [NADPH] 1 CBRI s
Dihydropyrimidinase-related protein 2 DPYL2 14
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrog G3P 2
Glycogen phosphorylase, brain form PYGB 11
L-Lactate dehydrogenase A chain LDHA 28
Lysosomal alpha-glucosidase LYAG 2
NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 NQO1 6
Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 14
Phosphoglycerate kinase 1 PGKI 19
Phosphoglycerate mutase 1 PGAMI 21
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 ATIAL 2
Transketolase TKT 11
Triosephosphate isomerase TPIS 32
DNA, RNA, Protein synthesis and turnover
Aminopeptidase N AMPN 16
Cathepsin B CATB 18
Cathepsin D CATD 12
Elongation factor 1-gamma EFIG 4
Histone H2A type 1-C H2A1C 6
Histone H4 H4 9
Polymerase I and transcript release factor PTRF 4

Cytoskeleton-related proteins

Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 ARPC4 7
Actin-related protein 3 ARP3 7
Gelsolin GELS 7
Tubulin beta chain TBBS 24
Tubulin beta-2C chain TBB2C 21
Vimentin VIME 93
Chaperones and stress

78 kDa glucose-regulated protein GRP78 40
Endoplasmin ENPL 11
Peroxiredoxin-6 PRDX6 4
Peptidyl-prolyl cis—trans isomerase A PPIA 7

peroxide di [Mn], hondrial SODM 21

ECM proteins
Collagen alpha-2(VI) chain co6A2 18
Collagen alpha-3(VI) chain CO6A3 67
Fibronectin FINC 26
Cell proliferation
Prohibitin PHB N
Prohibitin-2 PHB2 10
Tripeptidyl-peptidase 1 TPP1 2
Other
Annexin A2 ANXA2 61
Annexin A4 ANXA4 8
Annexin AS ANXAS 40
Annexin A6 ANXA6 19
Caveolin-1 CAV1 4
Dolichyl-diphosphooli haride—protein glycosyl subunit I RPN1 6
Lactadherin MFGM 10
Prelamin-A/C LMNA S1
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 BGH3 8
Transmembrane emp24 domain-containing protein 9 TMED9 5
G

quant”  ratio (day 14/day 2)*

3 4.81
26 229
7 2.59
10 2.63
N 1.56
10 161
15 2.15
11 157
13 249
2 345
6 1.38
8 9.09
12 3.86
11 1.86
2 2.81
10 2.31
15 3.76
14 3.14
11 4.16
6 192
2 1.62
2 8.16
8 8.05
4 241
N 133
4 126
6 237
4 191
3 233
41 1.60
25 142
9 1.20
4 1.90
N 1.76
10 18.03
7 8.75
28 8.21
17 4.78
4 329
8 3.70
2 626
27 2.07
N 1.66
24 229
9 223
2 275
4 2.11
8 132
37 276
6 14.78
2 333

4

0.0063
0.0001
0.0020
0.0000
0.0634
0.0019
0.0001
0.0158
0.0001
0.0480
0.0028
0.0041
0.0002
0.0011
0.0049
0.0003
0.0000

0.0001
0.0001
0.0064
0.0181
0.0419
0.0000
0.0002

0.0541
0.0482
0.0007
0.0044
0.0088
0.0326

0.0059
0.0022
0.0484
0.0015
0.0225

0.0116
0.0000
0.0234

0.0309
0.0016
0.0314

0.0107
0.0718
0.0491
0.0072
0.0118
0.0172
0.0257
0.0000
0.0003
0.0000

EF8

1.5201
1.1994
14915
12659
14425
13628
12761
13834
13158

>2
15116
1.8369
13193
13351
1.5653
13054
13118

1.2663
14113
1.3586
1.3504
>2
1.2293
1.3759

1.6452
12593
1.6319
1.4639
1.4551
12575

12593
1.4000
17154
1.2535
1.7432

1.8071
16749
14797

1.4901
1.3491
>2

11729
1.5456
1.3955
1.6486
1.8777
1.4864
1.4448
1.3598
>2
1.4964
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Table 2. continued

“Protein accession number according to Swiss-Prot and TrEMBL databases. Protein abbreviation. “Number of peptides matched for the
identification by ProteinPilot software. “Number of peptides employed for the quantification by ProteinPilot software. The sequence of these
peptides is shown in Supplementary Table 2, Supporting Information. “Quantification ratio of the protein at day 14 versus day 2 of differentiation.”} p-
Value of the quantification, calculated by ProteinPilot software. *Error factor of the quantification, calculated by ProteinPilot software.

A Zg}):r Metabolism/Glycolysis
33%
Cell proliferation
6%

ECM proteins
6%

Chaperones
& stress
10% Cytoskeleton
12%

DNA, RNA, Protein
synthesis & turnover
14%

Cytoskeleton
29%

Transport
14%

Transcription & Protein
synthesis 36%

Figure 4. Cellular role of the modulated proteins identified in the
proteomic analysis. (A) From the set of proteins increased at day 14;
(B) from the set of proteins decreased at day 14.

540 allowed to discriminate newly synthesized proteins from those
sat from the FCS present in the cell cultures."* Very recently, a
s42 SILAC-based proteomics study was performed to determine
s43 the differential secretome profile of hBMSCs and articular
s44 chondrocytes in culture.’! However, the authors expanded the

cells in SILAC medium only for 10 days, which we have s4s

checked is not enough for achieving a proper metabolic labeling
of the newly synthesized proteins. Labeling efficiency is
essential for an accurate quantification; therefore, our expansion
times have been extended up to six weeks (four passages) in
order to obtain an average of 98—100% labeling of the cells.
The confirmation of complete labeling provides higher
robustness to the quantitative results.

The approach led to the identification of 622 different
proteins in BMSCs by LC—MALDI-TOF/TOF analysis
(Supplementary Table 1, Supporting Information). The great
majority of the identified proteins have a predicted intracellular
location, which indicates the usefulness of the present approach
(limiting the micromass culture up to day 14) for the evaluation

of early modulations inside the cells, rather than analyzing s

tissue formation. Thus, we failed to identify typical cartilage
proteins such as type II collagen or aggrecan (whose expression
was previously confirmed by transcriptional analysis), but

detected instead several proteins related with metabolism, s

cytoskeleton modulation, signaling processes, protein synthesis
or cell adhesion. This is consistent with our previous
characterization of the chondrocyte proteome,*” in which no

type Il collagen or aggrecan could be identified, but either s

depicted the high abundance of cytoskeleton-related proteins,

annexins and metabolic proteins in the chondrocyte. Moreover, s

the protein profile identified in this work exhibits also
similarities to the recently reported of chondrocyte secre-
tome.'* In the latter study, fibronectin, type I collagen, type VI

collagen and tenascin were found among the most abundant s

Table 3. Proteins Quantified by SILAC and LC—MALDI-TOF/TOF as Decreased during the First 14 Days of Chondrogenic

Differentiation of hBMSCs

acc no” protein name

peptides
b c d . e
abbrev ID°  quant? ratio (day 14/day 2) v EF¢

Transcription and Protein synthesis

P29692 Elongation factor 1-delta EF1D 2 2 0.72 0.0401 1.4122
P41250 Glycyl-tRNA synthetase SYG 4 3 0.33 0.0388 15511
QIY617 Phosphoserine aminotransferase SERC 2 2 0.07 0.0100 1.5651
Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1 2 2 0.07 00227 2
P62140 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit ~ PP1B 8 2 0.14 0.0008 1.5530
Cytoskeleton-related proteins
Q05682 Caldesmon CALDI1 4 4 0.04 0.0075 1.3605
Q9Y490 Talin-1 TLN1 13 10 0.38 0.0035 1.3588
Q01995 Transgelin TAGL 8 7 0.07 0.0000 1.2189
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain TPM4 7 6 0.29 0.0115 1.9141
Transport
060664 Perilipin-3 PLIN3 3 2 025 0.0474 1.2811
QIYSX1 Sorting nexin-9 SNX9 4 4 0.09 0.0282 >2
Other
P21291 Cysteine and glycine-rich protein 1 CSRP1 2 2 003 00188 >2
Q9H299 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 SH3L3 2 2 0.04 0.0108 14159

“Protein accession number according to Swiss-Prot and TrEMBL databases. Protein abbreviation. “Number of peptides matched for the
identification by ProteinPilot software. “Number of peptides employed for the quantification by ProteinPilot software. The sequence of these
peptides is shown in Supplementary Table 2, Supporting Information. “Quantification ratio of the protein at day 14 versus day 2 of differentiation. ’p-
Value of the quantification, calculated by ProteinPilot software. £Error factor of the quantification, calculated by ProteinPilot software.
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Figure 5. Immunohistochemistry assays on a panel of six proteins increased in hBMSC at day 14 after induction of chondrogenic differentiation.
Representative images of the immunoanalysis are shown in the top panel (n = 6). Black bars correspond to 1 X 10° um. The lower panel is a

graphical representation of the quantitative data obtained by densitometry analysis of the images with Analysis”

software, and normalized to

evaluated area (in ym). * p < 0.1; ** p < 0.0S; **Xp < 0.01; and **¥* p < 0,001 vs day 2. ATPA alpha subunit of ATP synthase; FINC, fibronectin;

GELS, gelsolin; PPIA, peptidyl-prolyl cis—trans i A (cyclophili

A); SOD2, sup

2; VIME, vimentin.

proteins secreted by chondrocytes (in terms of ProteinPilot

s hits). Accordingly, the present work has detected as greatly

abundant type VI collagen (which has a pericellular location in
cartilage) and fibronectin, and also identified tenascin and type
1 collagen with a high score.

Sixty-four of the identified proteins were found to be
quantitatively altered at day 14 of chondrogenesis when
compared the initial steps (day 2). Some of these proteins
were recently characterized by 2D-DIGE as modulated in a
chondrogenesis model of umbilical cord stroma cells.”® These
include some metabolism-related proteins (ENOA, NNMT,
PGAM1 or TPIS), chaperones (GRP78, PRDX6 and SODM),
annexins (ANXA2 and ANXA6) and vimentin. Alhough
employing MSCs from a different origin, and performing
alternative procedures for chondrogenesis induction, the
similarities found between these two approaches suggest a
global unique protein pattern of the intracellular chondrogenic
differentiation process, independent of the in vitro model
employed. Analogously, annexins-2, -5, and -6 were also found

3 increased in the analysis by iTRAQ on a murine embryonic

mesenchymal cell line.”” Nevertheless, apart from annexins and

s a few more proteins, a minimal correlation was found between

our results and those from the latter study, probably due to the
essential differences between the two experimental approaches.

Immunohistochemistry assays were carried out on the
micromasses to verify and localize modulations on a panel of
proteins participating in different functional groups. For the
verification assays, we focused on those proteins increased as a
consequence of the chondrogenic induction (Table 2). Among
those proteins related with cartilage ECM formation, we
detected the increase of two type VI collagen chains and FINC
at day 14 of chondrogenic induction. Expression of type VI
collagen gene has been reported to increase at early stages of

chondrogenesis in hMSCs cultured in three-dimensional 607
alginate gels,” thus supporting the data obtained in our cos
study at the protein level. On the other hand, THC analysis of e09
FINC demonstrated that this increase was remarkable in the 610
newly synthesized ECM of the micromass, while at day 2 the
protein holds an essential intracellular location (Figure S). 612
FINC is a high-molecular weight glycoprotein of the 613
extracellular matrix that binds to integrins and extracellular 614
matrix components such as collagen, fibrin and heparan sulfate 615
proteoglycans, and is essential for cartilage ECM formation.”* 616
Our results are supported by recent findings suggesting that 617
fibronectin is a critical mediator for TGF-f-specific production 618
balance of 2 major proteoglycans, aggrecan and versican, during
chondrogenesis.35 Modulation of FINC in the differentiation
process appears as a key mechanism for ECM formation, as it
has been lately demonstrated how FINC-mimetic ligands
regulate BMSC chondrogenesis in three-dimensional hydro-
gels.36

Seven proteins identified as increased at day 14 were
involved in the cytoskeletal organization, which highlights the
important regulatory functions of these proteins in a variety of 6
cellular processes, including proliferation, cell adhesion, and
differentiation.’’” However, whereas actin and tubulin have
established roles regulating developmental chondrogenesis,
until most recently there was no evidence supporting a specific
function for proteins such as GELS and VIME in this
differentiation process. GELS is induced by integrin signaling,
and its up-regulation in BMSCs undergoing BMP2-induced
chondrogenesis has been reported at the gene level by
microarray analysis.’® On the other hand, the intermediate
filament VIME has lately turned up as a positive regulator of
adult hBMSC chondrogenesis in a siRNA-based study.”® As
happened with FINC, both GELS and VIME proteins appeared

dx.dol.org/10.1021/pr300572r | . Proteome Res. XXXX, XXX, XXX—XXX
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with remarkable increased abundance in hBMSC micromasses
at day 14 of chondrogenic induction (Figure S) when
compared to day 2.

Interestingly, the largest functional group of modulated
proteins included those involved in metabolic processes, an
essential topic to understand chondrogenesis, cartilage
physiology and pathophysiology."® All of the identified
proteins, including the ATPA (whose modulation was also
verified by IHC), were increased at day 14 of chondrogenesis.
Furthermore, most of them participate in the glycolysis process,
suggesting an enhanced glycolytic activity induced by the
chondrogenic differentiation that is consistent with the
glycolytic nature of cartilage. Accordingly, a recent work was
carried out to study the metabolism of MSCs during
proliferation and differentiation, and demonstrated how
MSCs differentiated specifically toward the chondrogenic (but
not osteogenic) lineage had significantly reduced oxygen
consumption after 24 h in culture, indicating a shift toward a
predominantly glycolytic metabolism,"" which was dependent
on the culture conditions. Our current results provide support
to the key role of metabolic changes (particularly an enhanced
glycolysis) in the regulation of MSCs differentiation processes.

Finally, we also verified by IHC the increase of two proteins
related with the stress response: SODM and PPIA (Figure 5).
SODM is a major intracellular antioxidant protein, whose

5 reduction was recently characterized in osteoarthritic chon-

drocytes by a DIGE-based proteomics strategy.*” The detected
increase after chondrogenic induction, also noticed by the RNA
arbitrarily primed PCR fingerprinting technique (RAP-PCR) in
a chondrogenesis model of BMSCs induced by TGF-f1
exposure,”® and in the referenced chondrogenesis model of
umbilical cord stroma cells,*® might be a mark of increased
oxidative stress in the micromasses. The high abundance of

3 PPIA (also known as Cylophilin A) detected at day 14 could be

a further indicator of this stress. PPIA is an ubiquitous

5 chaperone protein** that has been widely studied as secreted by

vascular smooth muscle cells (VSMCs) in response to reactive
oxygen species (ROS).* In chondrocytes, PPIA is produced in
response to activation of stress pathways* or pathologic
conditions.”” The presence of increased ROS, as suggested by
our finding of high SODM and PPIA abundance, might be of
main importance in the modulation of several early differ-
entiation mechanisms. While ROS levels have been shown to
regulate inhibition of proliferation and modulate initiation of
the hypertrophic changes in chondrocytes in a mice model," a

s recent work showed its increase during the chondrogenic

differentiation of ATDCS cells and primary chondrocytes
derived from mouse embryos, and demonstrated that ROS
generated by NADPH oxidases 2 and 4 are essential for survival
and differentiation in the early stage of chondrogenesis."’

B CONCLUSIONS

Altogether, the present work has fulfilled two main objectives:
the standardization and optimization of a robust metabolic
labeling strategy on hBMSCs for quantitative proteomics
analyses, and the evaluation of the first steps of their

s chondrogenic differentiation. The first objective has provided

us a useful model for carrying out further quantitative studies
on both intracellular and secreted proteins in cells isolated from
different donors (either healthy or suffering articular
pathologies). The second objective has led to a panel of
putative early chondrogenesis markers, which have increased
the knowledge on the molecular mechanisms of this process

92

and will be undoubtedly useful for its molecular monitorization
in cell therapy-based approaches for cartilage repair.
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Supplementary Table 1. List of the 622 proteins identified in
this work in hBMSCs undergoing chondrogenic differentiation.
Identification parameters obtained with ProteinPilot software
are provided, including Score, % coverage, number of peptides
found at 95% confidence, and % of coverage with the identified
peptides having confidence greater than or equal to 95%.
Supplementary Table 2. Unique peptides used for the
quantification of the altered proteins with ProteinPilot software.
Supplementary Figure 1. Growth rate of hBMSC in our study,
as determined by an MTS-based proliferation assay. The
graphic shows the comparison of four different conditions:
MSCs expansion medium supplemented with light amino acids
(blue dots), MSCs expansion medium with heavy Arg and Lys
(green squares), DMEM for SILAC with light amino acids
(yellow triangles) and DMEM for SILAC with heavy Arg and
Lys (pink crosses). This material is available free of charge via
the Internet at http://pubs.acs.org.
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Articulo Il. Caracterizacion de marcadores proteicos del proceso

condrogénico mediante el analisis del secretoma de MSCs.

El secretoma se define como el conjunto de moléculas producidas y secretadas
por una célula, tejido u organismo en un momento determinado o bajo ciertas
condiciones. Durante los ultimos afios, se han publicado numerosos estudios
protedmicos en los que se caracterizan las proteinas presentes en el secretoma de
las MSCs durante su diferenciacién a osteoblastos (osteogénesis) y a adipocitos
(adipogénesis). Sin embargo, apenas existen trabajos que describan los perfiles de
proteinas secretadas por las MSCs en diferenciacion condrogénica. El estudio del
secretoma de las MSCs en condrogénesis nos permite evaluar la formacion de la
ECM, esencial para el desarrollo del cartilago, y a su vez, determinar nuevos
marcadores de diferenciacién que podrian aplicarse en técnicas de terapia celular

encaminadas a la reparacidn del cartilago.

En este articulo nos planteamos identificar y cuantificar las proteinas presentes en
el secretoma de las MSCs durante los primeros estadios del proceso de
condrogénesis. Para ello, en este trabajo empleamos una aproximacion
protedmica en la que se combina el doble marcaje metabdlico SILAC con nanolLC-

ESI-MS/MS.

Para realizar este estudio se aislaron MSCs a partir de la médula ésea de pacientes
con artrosis. Estas MSCs se cultivaron con diferentes variantes isotdpicas de los
aminoacidos arginina (Arg) y lisina (Lys) (Arg6, Lys4 para una de las poblaciones y
Arg 10, Lys8 para la segunda poblacion) durante 4-6 semanas, hasta conseguir un
marcaje completo del proteoma. Una vez marcadas, ambas poblaciones se
cultivaron en sistemas de cultivo tridimensional o micromasas y en presencia de
factores condrogénicos para inducir el proceso de diferenciacion. A diferentes
tiempos de la condrogénesis (dias 2 y 14), las micromasas se lavaron en medio sin
suero bovino fetal (FBS) y se incubaron durante 24 horas en un medio sin FBS
suplementado con los factores condrogénicos y los aminoacidos marcados. Al

cabo de ese tiempo, el secretoma o medio condicionado (CM) se recuperd y se
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clarificéd por centrifugacidon. Seguidamente, las proteinas presentes en el CM se

precipitaron con dacido tricloroacético y su concentracién se determiné mediante
el método de Bradford. A continuacidn, las mezclas de proteinas procedentes de
las dos condiciones a comparar se combinaron en proporcién 1:1 en funcion de su
cantidad (aproximadamente 8 ug), y se separaron mediante SDS-PAGE. Cada carril
se dividié en 8 bandas y cada una se digirid con tripsina mediante el uso de un
digestor automdtico. La mezcla de péptidos resultante se analizé mediante
nanoLC-ESI-MS/MS en un LTQ-Orbitrap XL. La identificacion y cuantificacién de
las proteinas se realizd mediante el software MaxQuant 1.2.2.5. Las técnicas de
inmunohistoquimica y Western Blot se utilizaron para validar los posibles
candidatos a biomarcadores condrogénicos. Por otro lado, las micromasas

empleadas en el estudio se recogieron para evaluar el proceso de condrogénesis.

Estudios inmunohistoquimicos confirmaron la sintesis progresiva de moléculas de
la ECM del cartilago (coldgeno tipo Il, agrecano y condrotin sulfato 6) durante los
14 dias de la diferenciacién, lo que nos sugiere que las MSCs mantienen su
capacidad condrogénica en nuestras condiciones de cultivo. Ademas, el andlisis
protedmico permitié la identificacion y cuantificacion de 221 proteinas
extracelulares, de las cuales 34 resultaron estar moduladas significativamente
durante el proceso de condrogénesis. Entre ellas, 30 proteinas se encontraron
elevadas en el secretoma recogido a dia 14 en comparacion con el secretoma del
dia 2. La mayor parte de estas proteinas son estructurales y entre ellas
destacamos marcadores tipicos del cartilago, como la proteina oligomérica del
cartilago (COMP) o el proteoglicano 4 (PRG4, cuyo incremento se verificd
mediante inmunohistoquimica en las micromasas), y también marcadores
anticatabdlicos como TIMP1 y TIMP2, marcadores del desarrollo del cartilago
como el versicano/CSPG2 y un marcador de condrogénesis previamente descrito
como la proteina acidica del cartilago 1 (CRAC1). Otras proteinas de interés
mostraron un descenso en su expresién a dia 14 con respecto a dia 2, de las

cuales dos son marcadores de indiferenciacién (CD90 y CSPG4).
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La identificacion y cuantificacion de las proteinas secretadas por las MSCs bajo

diferenciacién condrogénica nos proporciond una amplia informacién sobre los
cambios que se producen en la sintesis de la ECM en las primeras etapas del
proceso de condrogénesis. Ademas, los resultados obtenidos nos permitieron
identificar las proteinas que intervienen en la regulacidn extracelular de este

proceso, y que pueden tener utilidad biomarcadora del mismo.
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ABSTRACT: Human mesenchymal stem cells (hMSCs) can
be triggered to differentiate toward chondrocytes and thus
harbor great therapeutic potential for the repair of cartilage
defects in osteoarthritis (OA) and other articular diseases.
However, the molecular mechanisms underlying the chondro-
genesis process are still in part unknown. In this work, we
followed a double-stable isotope labeling by amino acids in cell
culture (SILAC) strategy to evaluate the quantitative
modulation of the secretome of stem cells isolated from
bone marrow (hBMSCs) during the first steps of their
chondrogenic differentiation. Analysis by LC-ESI-MS/MS led
to the identification of 221 proteins with a reported
extracellular localization. Most of them were characteristic of

cartilage extracellular matrix, and 34 showed statistically significant quantitative alterations during chondrogenesis. These include,
among others, cartilage markers such as Proteoglycan 4 or COMP, anticatabolic markers (TIMP1), reported markers of cartilage
development (Versican), and a suggested marker of chondrogenesis, CRACI. Altogether, our work demonstrates the usefulness
of secretome analysis for understanding the mechanisms responsible for cartilage matrix formation, and it reports a panel of
extracellular markers potentially useful for the evaluation of tissue development in cell therapy- or tissue engineering-based

approaches for cartilage repair.

KEYWORDS: cartilage, chondrogenesis, mesenchymal stem cells, secretome, SILAC, osteoarthritis

1. INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is the most common rheumatic pathology.
It is related to aging and is characterized primarily by cartilage
degradation.' Despite its high prevalence, there is currently
limited knowledge about the molecular mechanisms that
participate in cartilage destruction. The most generally accepted
theory points to the imbalance between anabolic and catabolic
processes in the extracellular matrix (ECM) of the cartilage as a
key factor in OA physiopathology.

Bone marrow stem cells (BMSCs) are well-characterized
multipotent cells, which can differentiate into different cell
types, including adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes.
The process by which MSCs differentiate toward chondrocytes
and begin secreting the molecules that form the cartilage
extracellular matrix is called chondmgenesi&3 The chondro-
genic potential of BMSCs turns them into an interesting
alternative for cell-based therapy of cartilage defects.* There are
a number of protocols for the induction of an in vitro

ACS Publications — © xxxx American Chemical Society
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differentiation of BMSCs toward mature chondrocytes, which
mimic the processes that occur in vivo. To induce
mesenchymal condensation and cell-to-cell interactions,
MSCs are cultured in three-dimensional, high density
aggregates (pellet culture),6 and in the presence of factors
that stimulate chondrogenic differentiation, such as dexametha-
sone and transforming growth factor # (TGFf), which is one of
the earliest signals in chondrogenic condensation.” In the last
years, a human BMSC (hBMSC) model of chondrogenesis has
been developed and characterized in our laboratory.® This
model, which makes use of MSCs derived from the bone
marrow of femoral condyles, has recently suggested its putative
usefulness to promote repair of articular cartilage defects in a
cell therapy-based strategy.”
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Proteomic strategies have been recently followed in order to
increase the knowledge of the biology of MSCs from diverse
sources, as well as of their differentiation processes.'” Among all
quantitative proteomics approaches, stable isotope labeling by
amino acids in cell culture (SILAC) has proven its accuracy for
the differential study of proteins from cell cultures.'’ We have
lately applied this technique, followed by LC-MALDI-TOF/
TOF analysis, for the study of the effect of proinflammatory
cytokines'® or pharmaceuticals'® on primary cultured human
articular chondrocytes. Furthermore, we have most recently
standardized the SILAC technique to evaluate the modulations
in the protein profile of our hBMSC model during the initial
stages of c]-londrogenesi&14 This work allowed an additional
insight into both specific protein function and the mechanisms
of early chondrogenesis, and we provided a panel of protein
markers of this differentiation process in hBMSCs, such as
vimentin, gelsolin, fibronectin, or cyclophilin A.

The evaluation of cartilage ECM formation, however, is
difficult to be achieved on total cell extracts. As happened in
proteomic studies on chondrocytes,">'® analysis of newly
formed chondrocyte micromasses led to the preferential
identification of intracellular proteins (which are more
abundant in these type of preparations), whereas those that
are secreted by the cells for the synthesis and maintenance of
the tissue ECM remain masked. Therefore, in the present work
we pursued quantitative data of the specific subset of proteins
secreted by hBMSC (secretome) from osteoarthritis patients
during the early steps of chondrogenesis. To avoid possible
quantitation artifacts from the fetal bovine serum (FBS)
employed in the cell culture, we decided to carry out a double-
SILAC strategy that enables the specific screen of proteins
synthesized and secreted by the labeled cells.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Human Bone Marrow Procurement

Bone marrow samples were obtained as trabecular bone biopsy
specimens from femoral heads of patients undergoing total hip
replacement surgery at the Complejo Hospitalario Universitario
A Corufa. Informed consent was obtained from the patients
before surgery. The study was approved by the Ethics
Committee of Galicia. The three donors that were employed
for the proteomic analysis were two women and one man of
68—77 years old (average age 72). For the verification assays
(Western blot and immunohistochemistry), cells from the
other five different donors were used: three men and two
women of $3—77 years old (average age 67 years).

2.2. Cell Culture and SILAC Labeling

Human BMSCs were isolated from trabecular bone marrow
samples by washing the femoral heads with Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza Biowittaker,
BE12-604F) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS)
and 1% (v/v) penicillin (100 units/mL)-streptomycin (100 yg/
mL) (Invitrogen). Then, cells were filtered and plated for their
expansion in DMEM medium with 20% FBS, as previously
described."* Then, 5 X 10* cells were seeded in SILAC
(DMEM) 4.5 g/L glucose deficient in arginine and lysine,
supplemented with 10% dialyzed FBS (dFBS), 2 mM L-
glutamine, and antibiotics, containing also 28 mg/L L-arginine-
HCI-"C“N, (Arg6) and 73 mg/L vr-lysine-HCl-4,4,5,5-D,
(Lys4) (medium) or L—arginine-HCl—UCélsN‘, (Argl0) and L-
lysine *C¢*N, (Lys8) (heavy) (all from Silantes). Cells were

100

subcultured every week until achieving 100% labeling (passages
5-6).

2.3. Chondrogenic Differentiation Assay of SILAC Cell
Populations

Chondrogenic differentiation was gerformed using a micromass
three-dimensional culture system.” Briefly, a total of 2.5 X 10°
cells were placed into a 15-mL conical polypropylene tube and
centrifuged at 1500 rpm for 10 min. Fifteen differentiation
experiments were carried out with cells from each independent
donor. Then, cell pellets (1 pellet/tube) were cultured for 14
days in 500 yL of chondrogenic medium'” containing 107> M
dexamethasone, 1077 M retinoic acid, 10 #L/ml ascorbic acid,
10 puL/mL transferrin, and 10 ng/mL TGF-f; and
supplemented with 15% dialyzed FBS, antibiotics, and the
isotopically labeled amino acids. Medium was changed every
two days. Chondrogenesis was evaluated by inmunohistochem-
ical and Real-Time PCR analyses of collagens and proteogly-
cans as previously described."

2.4. Collection and Preparation of Conditioned Media for
Analysis by Mass Spectrometry

On days 2 and 14 of differentiation, the micromasses were
washed three times in serum-free media to remove the amount
of serum contaminating proteins. Then, the micromasses were
grouped into five tubes (3 micromasses/tube) containing 200
ML of the corresponding serum-free labeling medium. After 2 h,
the medium was removed and discarded. Fresh serum-free
labeling medium with the differentiation inducers was added to
each tube and incubated overnight. After combining the media
from the five tubes corresponding to the same experiment, 1
mL of conditioned medium (CM) was collected, centrifuged,
and syringe-filtered (0.22 um pore size, Millex-GV) to remove
cell debris and remaining particles. Proteins in the CM were
precipitated with 0.02% (w/v) sodium deoxycholate for 10 min
and then with 10% (v/v) trichloroacetic acid (TCA) overnight
at 4 °C. Precipitates were harvested by centrifugation at 10 min
at 4 °C and then washed twice with ice-cold acetone. The
protein pellets were air-dried and solubilized in 20 uL of lysis
buffer (6 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Trizma-
base). Protein concentration was measured using the Bradford
protein assay. Typically, around 4—6 pg of protein was
obtained for each experimental condition (day 2 or day 14)
per donor.

2.5. One Dimensional (1D)-SDS PAGE and in-Gel Digestion
with Trypsin

Protein samples from the two different points collected from
cells from each donor were mixed in a 1:1 ratio according to
measured protein concentrations. Each mixed sample (8 mg
each) was separated on 8% SDS-PAGE gel and stained with
Colloidal Blue to visualize proteins. Gel lanes were cut into 8
slices, and then each slice was cut in half, with the two halves
being further processed as technical duplicates of the study. In-
gel digestion of the 48 was performed using an automatic
digestor (Digest MSPro, Intavis). Briefly, gel slices were
reduced with 10 mM dithiothreitol (DTT) in 20 mM
ammonium bicarbonate at 57 °C for 30 min. This was followed
by alkylation with S0 mM iodacetamide (IAA) in 20 mM
ammonium bicarbonate for 30 min. Enzymatic digestion was
performed overnight (12 h) with 12.5 ng/uL sequencing grade
modified trypsin (Promega) at 37 °C. Resulting peptides were
extracted with $0% acetonitrile (ACN)/0.25% trifluoroacetic
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acid (TFA), concentrated in a SpeedVac, and dissolved in
buffer A composed of 1% formic acid (FA) in 5% methanol.

2.6. NanoLC-ESI-MS/MS Analysis

Eluted peptides were subjected to online LC-MS/MS on an
Agilent 1200 nanoflow system (Agilent Technologies)
connected to an LTQ-Orbitrap XL mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific) equipped with a nanoelectrospray
ion source (Proxeon Biosystems, Odense, DK). Each peptide
mixture was injected and concentrated on a $ mm X 0.3 mm
precolumn (Zorbax C18 silica beads, 5 ym diameter, 300 A
pore size) at 20 yL/min for 10 min. This was followed by
peptide separation on a 10 cm long, 75 um id. C18 column
(Vydac MS Columns, Grace Davison Discovery Sciences) at a
constant flow rate of 400 nL/min over 120 min using a
multisegment linear gradient of buffer B (0.1% FA in 100%
ACN) as follows: 0—100 min, 3—40% B; 100—106 min, 40—
90% B; 106—120 min, 90—100% B. Each sample was analyzed
in duplicate. Mass spectra (m/z 400—1800) were acquired with
the Orbitrap in data-dependent acquisition (DDA) mode with
a resolution of 100.000 at m/z 400. The ten most abundant
ions in the linear ion-trap were sequentially selected for
sequencing by collision-induced dissociation, using a collision
energy of 35%. lons already selected for fragmentation were
dynamically excluded for 45 s. Other mass spectrometric
parameters included a spray voltage of 1.8 kV, and the
temperature of the heated capillary was 200 °C.

2.7. Data Analysis

The acquired raw files were analyzed with the MaxQuant
software (version 1.2.2.5). MS/MS spectra were searched with
a Andromeda search engine against the Swiss-Prot human
database version 2012 07, which contains 20.231 entries.
MaxQuant analysis included an initial search with a precursor
mass tolerance of 20 ppm, the results of which were used for
mass recalibration. In the main Andromeda search, precursor
mass and fragment mass had an initial mass tolerance of 6 ppm
and 20 ppm, respectively. The search included cysteine
carbamidomethylation as fixed modification and N-terminal
acetylation, methionine oxidation, and Arg and Lys SILAC
versions (medium and heavy) as variable modifications. The
second peptide identification option in Andromeda was
enabled. For statistical evaluation of the data obtained, the
posterior error probability (PEP) was used. A false discovery
rate (FDR) of 0.01 for proteins and peptides was required.
Enzyme specifity was set to trypsin, allowing for cleavage N-
terminal to proline. Minimal peptide length was set to six
amino acids, and a maximum of two missed cleavages was
allowed. To match identifications across different replicates and
adjacent fractions, the “match between runs” option in
MaxQuant was enabled within a time window of 2 min.
Gene ontology (GO) enrichment analysis on the identified
proteins was performed using DAVID v6.7."% This tool and
Uniprot dabatase were employed for functional annotation and
search of extracellular proteins. Quantification of SILAC pairs
was performed by MaxQuant with standard settings using a
minimum ratio count of 2. Statistical analysis was done with
Perseus tools available in the MaxQuant environment. The
Perseus software was used to calculate significance B, a p value
dependent on the protein intensities to determine whether a
protein was significantly regulated.'” Proteins were considered
modulated if their significance B values were <0.05 in two of
the three biological replicates. String software (http: //string-db.
org/) was employed to visualize protein interaction networks

between the set of extracellular proteins modulated by the
chondrogenic induction.

2.8. Western Blot Assays

Western blot analyses were performed following standard
procedures. Briefly, 10 yg of secreted proteins were loaded and
resolved using 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The separated proteins were then transferred to
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Immobilon P;
Millipore Co., Bedford, MA, USA) by electroblotting and
probed with a specific antibody against TIMP1 (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA). Immunoreactive bands were
detected by chemiluminescence using the corresponding
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies
and enhanced chemiluminescence (ECL) detection reagents
(GE Healthcare, Uppsala, Sweden), and then digitized using
the LAS 3000 image analyzer. Equivalent loadings were verified
by Ponceau Red (Sigma) staining after transference.

2.9. Inmunohistochemical Analysis of Micromass Pellets

Micromasses from five OA patients different from those
selected for the proteomics analyses were frozen in an optimal
cutting temperature (OCT) embedding matrix (BDH Chem-
icals, Poole, UK.) and cut at 4 ym with a cryostat (Leica
Microsystems, Barcelona, Spain). Sections were then fixed in
acetone (Sigma) and inmunostained with a monoclonal
antibody against Proteoglycan 4/Lubricin (PRG4, 1:500,
Abcam, Cambridge, UK.). The peroxidase/DAB ChemMate
DAKO EnVision detection kit (Dako, Barcelona, Spain) was
used to determine antigen—antibody interactions. Negative
staining controls were achieved by omitting the primary
antibody. Samples were visualized using an optical microscope.
A densitometric analysis of the images was performed with
AnalySIS Image Processing software S.0 (Olympus Soft
Imaging Solutions Gmbh, Miinster, Germany), using the
staining intensity assigned by the program for the inmunohis-
tochemistry values. Data were expressed as the percentage of
positive staining intensity of those sections examined under the
same magnification and light microscopy conditions. The total
area of each micromass was used to normalize values of
intensities.

3. RESULTS

3.1. Preparation of Metabolically Labeled hBMSCs
Secretomes

‘We had previously standardized in our laboratory the SILAC
labeling of hBMSCs (Lys6, Argl0), to enable performing
quantitative proteomics analyses of their chondrogenic differ-
entiation.* In the present work, we aimed to focus on the
subset of secreted proteins (secretome) of these cells during
chondrogenesis, in order to facilitate the identification of ECM
proteins, which are essential for cartilage development. The
workflow of the procedure that we have followed is described in
Figure 1.

With this objective, a protocol for the double labeling of the
cells (medium: Lys4, Arg6. heavy: Lys8, Argl0) was developed.
For the standardization, we assessed a normal cellular growth in
these SILAC media, and we also measured a high degree of
incorporation of the labeled amino acids (near 100% efficiency)
in the previously defined conditions of culture (Supporting
Information Figure 1).
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Figure 1. Workflow of the procedure. Two populations of hBMSCs
from three different donors were grown with isotope variants of lysine
and arginine (Arg6, Lys4 for the “medium” labeling and Argl0, Lys8
for the “heavy” labeling) during 4—6 weeks, until achievement of full
labeling. The labeled populations were then subjected to differ-
entiation in 3D cultures (micromasses) supplemented with chondro-
genic inducers for 2 or 14 days. Proteins in the conditioned media
(CM) from the two cell populations were combined and resolved into
eight fractions by 1D-SDS-PAGE. After in-gel digestion, the resulting
peptide mixtures were analyzed in duplicate by LC coupled online to
an LTQ-Orbitrap XL MS, and quantified using the MaxQuant
software.

3.2. Chondrogenic Differentiation of hBMSCs in the SILAC
Experiments

Once the cells from the three donors were fully labeled, the
chondrogenic differentiation was induced. With this aim, cells
were grown in three-dimensional cultures (micromasses),
according to standard procedures previously established in
our group.® For the stimulation of chondrogenesis, we
employed a homemade medium with DMEM lacking Ar,
and Lys, and TGE-f; among other chondrogenic inducers.”
Then, micromasses were collected at two days of differentiation
(day 2 and day 14), as established previously to evaluate if the
early steps of chondrogenesis were taking place properly.'*
With this aim, the micromass pellets were used to perform
verification studies of the chondrogenesis, whose results are
illustrated in Figure 2. These studies pursued evaluation of the
differentiation potential of the stem cells that are under
investigation and are an essential step in this work, considering
the advanced age of the donors that were used in this study and
the fact that aging has been reported to reduce the
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chondrogenic potential of MSCs.*' The analyses included
assessment of gene expression by real-time PCR of known
chondrocyte markers,”” such as type II collagen (COL2) or
aggrecan (ACAN) and also of type I collagen (COL1, a bone
marker). The real-time PCR analyses were performed on
mRNA isolated from five independent differentiations using
cells from the three donors included in the study. As shown in
Figure 2A, a clear up-regulation was found for COL2 at day 14
when compared to day 2 (p < 0.01), demonstrating the
expression of the most typical cartilage marker. Furthermore, a
slight up-regulation could be detected for ACAN, whereas
COL1 was down-regulated (p < 0.01).

Immunohistochemical (IHC) analyses were also performed
on the micromasses, in order to study their characteristics. In
this case, results were obtained from three independent
differentiations. Representative images of the assays are
shown in Figure 2B. Specifically, we evaluated the presence
and localization of the same three markers as in the
transcriptional analysis (COL2, ACAN, and COL1) and also
chondroitin-6-sulfate (CH6S), a sulfated glycosaminoglycan
that is an important structural component of cartilage.
Altogether, our results clearly show a proper matrix formation
in the micromasses employed for the proteomic analysis at day
14 of the chondrogenic induction with the SILAC chondro-
genic media.

3.3. Characterization of the SILAC-Labeled Secretome of
hBMSCs Undergoing Chondrogenic Differentiation

The next step of the study consisted in the shotgun proteomic
analysis of the secretome preparations. Conditioned media
were collected and processed as described in the Materials and
Methods section. A SDS-PAGE gel was run to separate the
proteins from the heavy/medium mixtures of samples from the
three biological replicates in a first dimension (Supporting
Information Figure 2). Then, each gel column was cut into
eight slices, and the peptides obtained after the in-gel digestion
of their proteins were subjected to nanoL.C-MS/MS analysis as
described in the Materials and Methods. The proteomic study
led to the identification of 1043 different proteins (788 of them
with more than one peptide) after protein grouping performed
by MaxQuant software. These proteins are listed in the
Supporting Information Table 1, together with their identi-
fication parameters. Several ECM-related proteins were found
among those proteins identified with the highest number of
peptides, including fibronectin, the basement membrane-
specific heparan sulfate proteoglycan core protein (Perlecan),
and several collagens. A gene ontology enrichment analysis was
also performed with DAVID bioinformatics resources'® and
demonstrated the significant enrichment of extracellular
proteins in our samples (Supporting Information Table 2),
since the highest statistical significances were found for GO
terms relative to ECM and the keywords “ECM” and
“secreted”.

Further bioinformatic analyses using the DAVID tools and
Uniprot database were performed to categorize those proteins
that have an extracellular localization previously predicted or
described in the databases. 221 proteins, which are listed in
Supporting Information Table 2, matched the gene ontology
term Cellular Component FAT (GOTERM_CC_FAT),
“extracellular region” (GO:0005576). From these, 179 are
also associated with the SwissProt keyword “secreted”, and 194
were predicted to contain a signal peptide in their sequence.
Analysis of sequence features enlarged the list of proteins that
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Figure 2. Chondrogenic differentiation of hBMSCs in the SILAC experiments. The differentiation of the hBMSCs in the double-SILAC media was
evaluated by real-time PCR (A) and immunohistochemical (B) assays on days 2 and 14 of chondrogenic induction, by analyzing the expression of
the chondrocyte phenotype. (A) mRNA expression of COL2, COLL, and ACAN by real-time PCR. Gene expression data were normalized to the
expression of HPRT and presented as the mean of five independent experiments in duplicate (*p < 0.05; **p < 0.01) relative to day 2. Error bars
indicate standard deviation of the mean. (B) THC of COL2, COLI1, ACAN, and CH6S on hBMSCs micromasses. COL2, Type II collagen; COLI,

type I collagen; ACAN, aggrecan; CH6S, chondroitin 6 sulfate.

have a predicted signal peptide to 306, but we decided to
include in the table only those showing any other evidence of
being extracellular. Supporting Information Table 2 also shows
the experimental molecular weight range of these proteins
(corresponding to the gel slice where the protein was
identified).

3.4. Proteins Differentially Secreted during the
Chondrogenesis of Osteoarthritic hBMSCs

The next step aimed to evaluate quantitative differences of the
protein expression of the identified proteins between two early
steps of chondrogenesis, day 2 and day 14. The utility of these
two time points for describing the molecular mechanisms of
early chondrogenic differentiation was established previously by
our group,'* since it enables the comparison of two different
stages of three-dimensional cultures: from the newly formed
micromass (day 2) to a moment in which, although still in the
early steps of tissue formation, an increased expression of ECM
proteins such as type II collagen and proteoglycans has been
demonstrated® (day 14). In the present work, the protein
modulations of proteins secreted from the 3D cultures under
chondrogenic induction have been calculated by the compar-
ison of the correspondent SILAC ratios (medium/heavy) for
each peptide using MaxQuant software and the Perseus tool."?

Table 1 lists the 34 extracellular proteins displaying
statistically significant (p < 0.05) quantitative differences
between the two stages of chondrogenesis, as calculated with
Perseus. The results are shown as Logarithm 10 of the
normalized ratios between the signal from the heavy-labeled
peptide (H, day 14) and the medium-labeled peptide (M, day
2). As shown in the table, most of them were increased at day
14. Interestingly, these include several typical structural
proteins of the ECM of cartilage, such as cartilage acidic
protein 1 (CRAC1), cartilage oligomeric matrix protein
(COMP), lumican (LUM), chondroitin sulfate proteoglycan
core protein 2 (CSPG2/versican), prolargin (PRELP), or
proteoglycan 4 (PRG4/lubricin). On the other hand, the only

four proteins detected with a significant reduction in their
amounts at day 14 compared to day 2 were pentraxin-related
protein (PTX3), tenascin (TENA), Thy-1 membrane glyco-
protein  (THY1), and chondroitin sulfate proteoglycan 4
(CSPG4).

To facilitate the interpretation of the results, a functional
interaction network of the modulated proteins was searched
using the String software. As illustrated in Figure 3, those
pathways modulated during chondrogenesis of hBMSCs belong
to four major functional classes: ECM structural components
(some of its members have been mentioned above), proteases
and their inhibitors, cell growth or differentiation factors, and
cell adhesion processes.

3.5. PRG4 and TIMP1 Secretion Is Increased at Day 14 of
Chondrogenesis

To further investigate the presence of some of these proteins in
the secretomes of hBMSC undergoing chondrogenesis with the
aim of exploring their potential usefulness as markers of early
differentiation, we performed antibody-based analyses on
samples from six independent differentiation experiments
using hBMSC of other osteoarthritic donors, at days 2 and
14 of differentiation.

The micromasses from three differentiations were employed
to perform immunohistochemical assays for PRG4 (Figure 4A),
a well-defined zonal marker of the superficial layer of
cartilage.”® As shown in the figure, this protein was markedly
increased in the samples at day 14. Image analysis software was
employed to quantify this difference, which was found to be
statistically significant (3.2-fold increased at day 14 vs day 2, p <
0.01, Figure SA).

On the other hand, the supernatants collected from the other
three differentiations were used to evaluate the abundance of
the metalloproteinase inhibitor 1 (TIMP1) by Western blot
assays (Figure 4B). TIMPI has been proposed as a marker of
cartilage and synovial metabolism.** A clear band of 23 kDa,
corresponding to TIMP1, was detected at day 14 compared to
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Table 1. Extracellul.

Proteins Modulated during the Early Steps of Chondrogenesis That Were Identified in the hBMSCs

Secretomes

acc. no. entry protein name log 10 ratio H/M®  DEV®  sig. B ratio H/M count™
QONQ79 CRAC1 cartilage acidic protein 1 1.256 0.28 0.022 10
49747 compr cartilage oligomeric matrix protein 1.362 0.64 0.003 170
Q6UVK1 CSPG4 chondroitin sulfate proteoglycan 4 —1.595 0.31 0.022 21
P10909 CLUS clusterin 0.766 0.16 0.024 20
P08123 CO1A2 collagen a-2(I) chain 0.862 0.26 0.012 19
P01034 CYTC cystatin-C 1.430 0.21 0.003 S
075462 CRLF1 cytokine receptor-like factor 1 1.224 0.31 0.018 2
QSIXL6 DMP4 extracellular serine/threonine protein kinase Fam20C 0.644 0.09 0.039

P02794 FRIH ferritin heavy chain 0.413 0.16 0.030 7
Q06828 FMOD fibromodulin 1.465 0.06 0.003 19
Q12841 FSTL1 follistatin-related protein 1 1.024 023 0.026 24
014498 ISLR immunoglobulin superfamily leu-rich repeat protein 0.869 0.14 0013 29
P22692 1BP4 insulin-like growth factor-binding protein 4 1.592 0.18 0.001 44
24592 1BP6 insulin-like growth factor-binding protein 6 1.261 0.27 0.011 20
Q16270 IBP7 insulin-like growth factor-binding protein 7 1411 033 0.007 16
Q14766 LTBP1 latent-transforming growth factor beta-binding protein 0.598 0.28 0.037 15
P51884 LUM lumican 0.733 0.13 0.047 20
P08493 MGP matrix gla protein 1318 0.17 0.000 2
P01033 TIMP metalloproteinase inhibitor 1 1.631 0.30 0.001 79
P16035 TIMP2 metalloproteinase inhibitor 2 0.988 0.18 0.042 24
P29120 NEC1 neuroendocrine convertase 1 1.034 025 0.041 22
P43490 NAMPT icoti ide ph horibosyll 0.627 0.32 0.012 10
P26022 PTX3 pentraxin-related protein PTX3 -1232 0.15 0.032 6
Ql5113 PCOC1 procollagen C-endopeptidase enhancer 1 1.229 027 0.009 30
DP51888 PRELP prolargin 1.420 0.39 0.006 6
Q92954 PRG4 proteoglycan 4 0.360 0.12 0.048 42
Q92743 HTRAL serine protease HTRA1 1.029 022 0.028 9
P52823 STC1 stanniocalcin-1 1.152 0.16 0.038 31
076061 STC2 stanniocalcin-2 0.814 0.23 0.006 N
P24821 TENA tenascin —1403 0.28 0.023 133
P04216 THY1 Thy-1 membrane glycoprotein ~1203 0.14 0031 9
P10646 TEPIL tissue factor pathway inhibitor 1.097 0.15 0.004 N
48307 TEPI2 tissue factor pathway inhibitor 2 0.957 0.10 0.006 10
P13611 CSPG2 versican core protein 0.514 0.17 0.043 44

“Logy, ratio H/M normalized: logarithm 10 of the normalized ratios H (day 14)/M (day 2). )Standard deviation of log 10 ratio H/M normalized.
‘)Signiﬂcance B: p-value. “Ratio H/M count: number of redundant peptides (SILAC pairs) used for quantitation.

day 2. An analogous experiment was run using protein extracts
from chondrocytes (intracellular and secreted proteins), and we
could bear out that the band detected in the hBMSC
supernatants was the same as that of the chondrocyte
secretome samples.

4. DISCUSSION

The formation of the articular cartilage extracellular matrix
(ECM) network depends on the synthesis and interaction of a
number of molecules, mainly proteins, secreted by the
chondrocytes or carried by the bloodstream to the synovial
joint. However, when this tissue is damaged, it has a very
limited regeneration capacity. This is due to its avascularity and
the specific characteristics of its ECM, mainly composed of
large molecules such as collagens or proteoglycans.”® To solve
this problem, the use of autologous or allogenic stem cells has
been suggested as an alternative therapeutic approach for the
treatment of cartilage defects.”® MSCs have been identified in
healthy and diseased cartilage, and they appear to retain at least
some potential to regenerate cartilage in vivo.””

The interest in MSCs and their possible application in cell
therapy have resulted in a better understanding of the basic
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biology of these cells. Nevertheless, although some proteomic
approaches have been followed to analyze the protein
modulations that occur during the differentiation of MSCs
toward chondrocytes,”®*® so far no proteomic study has
examined in a quantitative way the extracellular environment of
these cells during chondrogenesis. Most recently, only two
secretome analyses have been performed to study the
osteogenic process: the first one compared the protein profiles
of conditioned media from undifferentiated hBMSCs and
osteoblasts at day 6 after osteogenesis induction using a label-
free approach,® whereas the second one quantified the
temporal dynamics of the human hMSC secretome during ex
vivo osteoblast differentiation by pulsed SILAC labeling.*

In this work, we have decided to carry out a metabolic
labeling strategy to quantitatively describe for the first time the
profile of proteins secreted by hBMSC undergoing chondro-
genesis. This technique was first standardized in our group
using human articular chondrocytes'” and at that time
highlighted the usefulness of secretome analyses for the study
of cartilage-specific ECM proteins, which was most recently
confirmed by a comparative analysis of proteins secreted by
chondrocytes from medial and lateral femur condyles.* In fact,
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Figure 3. Functional network of the extracellular proteins modulated in the hBMSC secretome during chondrogenesis. The String software was
employed to perform the analysis on the proteins listed in Table 1, by establishing their known or predicted interactions.

our previous work performed on whole micromass extracts up
to day 14 of chondrogenesis (when the ECM formation is still
in its infancy and the major component of the 3D structure are
cells), failed to detect proteins with a predicted extracellular
localization, except for the most abundant ones, such as
fibronectin or type VI collagen."* On the contrary, the present
study on conditioned media allowed the identification of at
least 221 extracellular proteins (those with reported evidence of
extracellular localization, Supporting Information Table 3),
including many molecules that had been identified in
secretomes from chondrocytes'> and are recognized to
participate in the formation of cartilage matrix. Out of these
221, only 23 were identified in the previous analysis of hABMSC
micromasses under chondrogenic factors."* The character-
ization of the subset of extracellular proteins, however, was
accompanied by the identification of many known intracellular
proteins. The problem of intracellular contamination is
inherent to secretome studies, as the cell-conditioned medium
consists of proteins that are not only secreted but also shed
from the cell surface and intracellular proteins released into the
supernatant in exosomes or due to cell lysis, apoptosis, and
necrosis.”> To avoid this, a novel strategy has been ultimately
developed to enrich the conditioned media preparations
specifically on newly synthesized proteins using click chemistry
and pulsed SILAC.>* This approach not only diminishes the
detection of cell lysis-derived proteins but also enables
performing the secretome studies without the need of serum
starvation and washing. In our workflow, however, this step was
mandatory to reduce the high background of bovine serum-
derived peptides. Nevertheless, we limited the serum
deprivation to the last steps of media collection and processed

in parallel samples from the two conditions that were compared
(day 2 and day 14) in order to diminish the detection of
unintended cell responses caused by the starvation. On the
other hand, processes of cell lysis in our preparations were
extremely difficult to restrain, due to the specific characteristics
of the micromass culture, and it is believed they are the main
cause for the unexpected high proportion of intracellular
proteins found in the reported secretome profile. Therefore, we
decided to classify the identified proteins according to their
predicted localization and then to focus specifically on the
quantitative differences of the group of known ECM.

The use of a double-SILAC method enabled the robust
quantification of these proteins, avoiding contamination
artifacts from the serum employed in the cell culture.** From
the subset of proteins that were found to be quantitatively
altered with statistical significance between the two early steps
of chondrogenesis (Table 1), the most represented functional
group corresponded to ECM structural components. All of
them were increased at day 14 and have a valuable potential use
as markers of early ECM formation. Among these, proteoglycan
4 (PRG4/SZP/Lubricin) is produced by superficial zone
chondrocytes® and has potential growth-promoting, cytopro-
tective, and lubricating properties in the tissue metabolism.>
PRG4 plays an important role in articular joint physiology,*”
and its loss of accumulation in cartilage may have a role in the
pathology of osteoarthritis.*® Ultimately, this protein has turned
into an essential marker in approaches for tissue engineering of
cartilage,® with its being expression upregulated in articular
chondrocytes by members of the TGF-beta and BMP
superfamilies.” Interestingly, this effect is further observed in
this work in hBMSCs from osteoarthritis patients, demonstrat-
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Figure 4. Proteoglycan 4 (PRG4) and tissue inhibitor of metal-
loproteinase-1 (TIMP1) are increased at day 14 of chondrogenesis.
(A) Presence of PRG4 was determined by immunohistochemical
analysis. Representative images of the results obtained on cells from
three different donors are shown. The graphic represents the
densitometry data obtained by analysis of the images with AnalySIS
software. Data are expressed as the mean =+ standard error of the mean
of five independent experiments. **P < 0.01. (B) The presence of
TIMP1 was evaluated by Western blot assays on the secretomes from
MSCs of three independent donors undergoing chondrogenesis at day
2 or day 14, as shown in the figure. The same assay was performed on
protein extracts from human articular chondrocytes extracellular (S,
secretome) and intracellular proteins (P, proteome), to illustrate the
extracellular localization of TIMP1.

ing their ability to synthesize and accumulate PRG4 in the
newly formed ECM (Figure 4A). This is especially relevant
taking into account the recently reported chondroprotective
effect of PRG4, whose expression protects against development
of osteoarthritis in mice."'

Another protein that is also increased at day 14 of
chondrogenic differentiation and was previously investigated
as a marker of osteoarthritis is the metalloproteinase inhibitor 1
(TIMP1).* Secretion of this protein was recently found to be
increased in chondrocytes from the medial condzle of the knee
when compared to those of the lateral condyle.** Furthermore,
an imbalance between metalloproteinases (particularly MMP-3
and MMP-13) and their inhibitors was reported as a pathogenic
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factor for OA and rheumatoid arthritis.** This hypothesis was
later supported by the fact that expression of TIMP1 was
reduced in osteoarthritic cartilage.‘m In the present work, we
demonstrate the synthesis and secretion of TIMP1 from
osteoarthritic hBMSCs subjected to chondrogenic factors.
Further work is required to establish if its expression levels
are the same as those obtained with cells from normal donors.

Moreover, this study describes several other putative
differentiation markers that can be detected by mass
spectrometry analyses on hBMSCs supernatants. Among
those proteins increased during the early stages of chondro-
genesis, cartilage acidic protein 1 (CRAC1/CEP-68) gene was
previously reported as up-regulated in mesenchymal stem cells
undergoing chondrogenic differentiation and thus suggested as
a new marker for stem-cell-based chondrogenic tissue engineer-
ing.** Another interesting protein is Versican core protein
(CSPG2), which has a role in positively regulating the
formation of the mesenchymal matrix and the onset of
chondrocyte differentiation through the attached chondroitin
sulfate chains.*® As being transiently expressed in mesenchymal
condensation areas during tissue morphogenesis, it facilitates
chondrogenesis and joint morphogenesis by localizing TGF-
beta in the extracellular matrix and regulating its signaling.*’
Other attractive cartilage-characteristic proteins that were
increased at day 14 are matrix Gla protein (MGP), which is
thought to act as an inhibitor of bone formation and cartilage
calcification,™ and cartilage oligomeric matrix protein
(COMP), which maintains the structural integrity of cartilage
via its interaction with other extracellular matrix proteins and
also mediates the interaction of chondrocytes with the cartilage
ECM through interaction with cell surface integrin receptors.*’
This protein has been one of the putative biomarkers of
rheumatic disorders most extensively studied, as it can be
detected in the serum and the synovial fluid of patients
suffering from this kind of pathologies.>®

Finally, the analysis of those proteins whose expression is
decreased with the progression of the differentiation can also be
useful for a better understanding of the chondrogenic process.
In this group, we could only detect four proteins with
significant differences between the two time points that were
analyzed. Interestingly, two of them are known markers of
undifferentiation: Thy-1 membrane glycoprotein (THY1/
CD90) is a very well-known cell surface marker of progenitor
cells,” whereas chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4/
MCSP) has been classically associated to melanomas and
characterized as a valuable marker for several incompletely
differentiated precursor cells.>

Altogether, this work demonstrates the utility of secretome
analyses on hBMSCs for understanding those mechanisms
responsible for cartilage matrix formation, elucidating those
pathways underlying the early steps of tissue development.
Being the first study to face this objective, we have been able to
describe a panel of proteins differentially secreted by the stem
cells during early chondrogenesis, thus increasing the knowl-
edge of the molecular mechanisms of this process. The
quantitative data reported for these markers will be highly
useful for the molecular monitorization of matrix formation in
cell therapy- or tissue engineering-based approaches for
cartilage repair.
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Articulo lll. Caracterizacion de marcadores lipidicos del proceso de

condrogénesis mediante MS Imaging

Los lipidos son un conjunto de moléculas orgdnicas que representan una
importante fuente de energia y de almacenamiento en el organismo. Son los
componentes estructurales mayoritarios de las membranas bioldgicas y actdan
como transportadores de proteinas. Ademas, estas moléculas parecen intervenir
en la regulacidn del proceso de condrogénesis. De hecho, se ha descrito que una
reduccidn en la sintesis de colesterol suprime el crecimiento del hueso en longitud
y la condrogénesis de la placa de crecimiento, y, se ha publicado recientemente el
efecto positivo del enzima ceramidasa (cuya funcién es producir esfingosina a

partir de la ceramida) en la condrogénesis de las MSCs obtenidas de médula dsea.

Por otro lado, el desarrollo y avance de nuevas tecnologias, como la técnica MS
Imaging ha posibilitado el estudio a gran escala de los lipidos, o lipidéomica. Debido
a ello, en este trabajo nos planteamos identificar y localizar los lipidos implicados
en el proceso de condrogénesis empleando MS Imaging, una técnica que permite
no sélo detectar e identificar multitud de moléculas sobre secciones de tejido,

sino también visualizar la distribucién espacial de las mismas.

Para hacer este estudio mediante MS Imaging se trabajé con MSCs obtenidas de
médula ésea de pacientes con artrosis. Las MSCs aisladas se expandieron durante
varias semanas y se cultivaron en micromasas durante 14 dias para inducir el
proceso de condrogénesis. Seguidamente, las micromasas recogidas a los dias 2 y
14 de la condrogénesis se embebieron en gelatina y se seccionaron en cortes de
10 um. Los cortes obtenidos se depositaron sobre portaobjetos regulares y
analizaron por duplicado mediante MALDI-MSI en los modos i6n positivo y
negativo. Para este analisis, los cortes se desecaron y se cubrieron con dos
matrices diferentes, CHCA para el analisis de los lipidos en modo idn positivo y 9-
AA para el modo idn negativo. Las diferentes determinaciones se realizaron en un

espectrometro de masas de tipo MALDI-Q-TOF en el rango de masas de 100 a

109



CAPITULOS

1000 Da. Por otro lado, las mediciones mediante TOF-SIMS se realizaron sobre

cortes recogidos en portaobjetos ITO y recubiertos con particulas de oro.

En el analisis realizado en modo positivo, los principales lipidos diferenciales entre
los dias 2 y 14 de la condrogénesis se identificaron en el rango de masas de 600 a
900 Da. Ademads, se detectaron otros lipidos especificos de cada una de las
condiciones analizadas en rangos de masa inferiores. Un ejemplo es el de la
fosfocolina (m/z 184.1), presente principalmente en las micromasas recogidas a
los dos dias del inicio de induccién de la condrogénesis. Por su parte, diferentes
acidos grasos, como el acido araquiddnico y el acido w-3 docosahexaenoico,
mostraron diferencias de abundancia entre los dos tiempos de condrogénesis
analizados segun los experimentos en modo idn negativo. En definitiva se
identificaron un total de 20 lipidos distintos pertenecientes principalmente a dos

clases de lipidos: fosfolipidos y esfingolipidos.

La distribucién espacial de los lipidos en las micromasas se examind mediante el
programa Biomap. No fue posible determinar ninglin patréon de localizacion
especifico dentro de la micromasa para ninguno de los lipidos. Por ello, y con el fin
de encontrar posibles diferencias en la distribucion de los mismos, decidimos
analizar las secciones de micromasas mediante la tecnologia SIMS, que es la Unica
herramienta en MS Imaging que permite determinar la distribucién de pequefias
moléculas a una mayor resolucién espacial. El analisis TOF-SIMS reveld
principalmente diferencias en la distribucion espacial de la colina (m/z 104.1) y la

fosfocolina (m/z 184.1) entre los dos tiempos de condrogénesis evaluados.

Los andlisis de las micromasas procedentes de las MSCs mediante MS Imaging
sugieren que el metabolismo de los lipidos interviene en el proceso condrogénico
y demuestran la utilidad de las técnicas MS Imaging para identificar posibles

marcadores condrogénicos.
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the cartilage extracellular matrix [3]. Because of their chon-
drogenic potential, MSCs have been recognized as promising
candidates for cell-based therapies of cartilage defects [4].

Chondrogenesis includes mesenchymal cell condensation
and chondrocyte differentiation, processes that are induced
by the culture of MSCs in three-dimensional, high density ag-
gregates (pellet or micromass culture) [5] with factors, such
as transforming growth factor B [6]. The presence of these
factors is one of the earliest signals in chondrogenic conden-
sation [7]. Models of chondrogenesis based on BMSCs have
been developed and characterized in an attempt to promote
cell therapy-based strategies of cartilage repair [4,5]. However,
the lack of knowledge on the precise molecular mechanisms
participating in this differentiation process, as well as the
absence of well-defined markers for chondrogenesis, have
hindered achievement of satisfactory results [8].

Recent studies have highlighted the importance of lipid
metabolism in the modulation of chondrogenesis. For ex-
ample, the role of cholesterol in the regulation of growth
plate chondrogenesis [9] and skeletal development [10] was
recently established. Other studies found a positive effect
of acid ceramidase (an essential compound to maintain the
metabolic balance of several important bioactive lipids, such
as ceramide or sphingosine) on the chondrogenesis of BM-
SCs[11]. Other reports indicate that there is a close association
between altered lipid metabolism and cartilage degenerative
diseases, such as osteoarthritis (OA) [12], which has recently
been found to be related to hypercholesterolemia [13] and al-
tered levels of phospholipids in the synovial fluid [14]. Thus,
the global analysis of lipidic modulations during chondroge-
nesis might provide important information on the molecular
mechanisms participating in this process.

The large-scale study of lipids, lipidomics, has captured
the attention of the scientific community in recent years
because of the potential value of its use for discovery of novel
biomarkers, signaling pathway relationships, or disease
molecular mechanisms [15, 16]. Technological progress has
also facilitated the emergence of this new field of research,
providing innovative possibilities for the structural analysis
of lipids and their role in cellular metabolism. MS imaging
(MSI) is a high-throughput technique for determining and
visualizing the spatial distribution of biomolecules in thin
tissue sections [17]. Direct MSI analyses of tissue sections
can obtain biomolecular profiles from very small samples
with little tissue disruption. These techniques include
MALDI, secondary ion MS (SIMS), desorption electrospray
ionization, and others.

In the present study, we employed both MALDI-MSI and
TOF TOF-SIMS for the identification and localization of lipids
in a model of chondrogenesis developed in our laboratory
[18]. This model of three-dimensional human BMSC cultures
(micromasses) has recently shown potential usefulness to
promote repair of articular cartilage defects in a cell therapy-
based strategy [19]. We had already performed a compre-
hensive analysis of the intracellular and extracellular protein
modulations in this model at days 2 and 14 of chondrogenesis

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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[20,21]. The further definition of characteristic differential li-
pidic profiles in this model of chondrogenesis will be valuable
for the discovery of novel markers of chondrogenesis.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals and materials

Gelatin, ~a-cyano-4-hydroxycinnamic  acid (CHCA), 9-
aminoacridine (9-AA), and PEG were purchased from Sigma-
Aldrich (Munich, Germany). Water, ACN, ethanol, methanol,
and TFA were purchased from Biosolve (Valkenswaard, The
Netherlands).

2.2 Samples procurement and processing

Bone marrow samples were obtained as trabecular bone
biopsy specimens from femoral heads of consenting donors
undergoing total hip replacement at the Complejo Hospi-
talario Universitario A Corufia. The study was approved by
the Ethics Committee of Galicia. Human BMSCs (hBMSCs)
isolated from three donors (68-84 years old) were used for
this study. Following hBMSCs isolation and expansion, chon-
drogenic differentiation was achieved using the previously
described micromass three-dimensional culture system [20].
Micromasses were collected at 2 and 14 days of chondrogenic
differentiation and embedded in 10% gelatin. Samples were
then cut into 10 wm thickness sections using a cryostat (Le-
ica Microsystems, Barcelona, SP) and placed on conventional
microscope slides for MALDI imaging or on 25 mm x 50 mm
x 1.1 mm indium tin oxide high conductivity slides (Delta
Technologies, CO, USA) with a specific surface resistance of
4-8 Q) for TOF-SIMS measurements. The slides were then
stored at —20°C until further analysis. Two sections of mi-
cromasses for each time-point of chondrogenesis from each
of three donors were analyzed in both positive and nega-
tive ion approaches by MALDI-MSI. TOF-SIMS experiments
were performed in the positive ion mode.

2.3 Matrix application

Before matrix application, slides were first placed in a desic-
cator box at 4°C and defrosted for 10 min, and then placed
inside a vacuum desiccator at room temperature (RT) for
20 min to prevent molecular delocalization. For positive ion
mode MALDI-MSI experiments, CHCA matrix solution was
prepared at 10 mg/mL in 70% methanol and 30% H,O con-
taining 0.2% TFA. A 9-AA matrix solution ata final concentra-
tion of 10 mg/mL was prepared in 70% ethanol and 30% H,0
and used for the negative ion mode MALDI-MSI analysis. Mi-
cromass sections were homogeneously covered by the matrix
solution using a vibrational sprayer (ImagePrep; Bruker Dal-
tonics, Bremen, Germany). Briefly, the coating step consisted
of 45 cycles was repeated three times. Each cycle contained
three phases in which a matrix layer was added by a spray of

www.proteomics-journal.com
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20 s followed by 20 s of incubation time and 30 s of drying
time (influx of nitrogen). The glass slide was turned 180° after
each coating step of 45 cycles.

2.4 MALDI-MSI

Tissue sections were optically scanned prior to MALDI-M ST
experiments using a 2400 dots per inch desktop scanner
(HP, Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). The resulting
images were imported into the MALDI Imaging Pattern Cre-
ator software (Waters Corporation, Manchester, UK). The
samples were then analyzed by a MALDI-Q-TOF SYNAPT
HDMS instrument (Waters) equipped with a 200-Hz Nd:YAG
laser. The data were acquired in the positive and negative V-
reflectron mode with a 100 pm x 100 wm raster size (100 pm
pixel size), within the 100-1000 m/z range. Instrument cali-
bration was performed using a standard calibration mixture
of PEG (An equimolar mixture of PEG 100, PEG 400, PEG
1000, PEG 1500, PEG 2000, and PEG 3000, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) with a MW range of 100-3000 Da.
Data were visualized using Biomap 3.7.5.5 software (Novar-
tis Pharma, Basel, Switzerland). MS data were normalized
according to the TIC per spectrum to eliminate variations in
the ionization efficiency or matrix deposition. Peak average
intensities were calculated for each mass of interest.

2.5 Multivariate statistical analysis and data
interpretation following MALDI-MSI

PCA and discriminant analysis (DA), were used to search for
spectral similarities and differences between the samples us-
ing an in-house built ChemoneTricks toolbox for MATLAB
version 2011b (The MathWorks, Natick, Massachusetts). The
MS raw data were first converted to the MATLAB format, fol-
lowed by spectral binning to 0.1 Da bins for MALDI and 0.05
Da bins for TOF-SIMS. Peak picking was performed with
the in-house built PEAPI software [22]. DA was performed
employing the double-stage PCA approach [23]. All on-pellet
spectra were included in the analysis. The number of princi-
pal components used as input for DA for MALDI was limited
to one quarter of the total number spectra to prevent over-
fitting of the DA model. For TOF-SIMS the highest ranked
principal components that account for 80% of the variance
where selected as input for DA. DA was utilized to select the
peaks with the highest differences between the micromasses
at day 2 and 14 of chondrogenesis. A specific group number
(1 for day 2 samples and 2 for day 14 samples) was assigned
to the spectra from each time of chondrogenesis. DA was per-
formed on this data. To determine the reproducibility on a per
donor level, a second group layout was created in which the
spectra from each individual donor/day combination where
assigned an unique group number (donorl day2: group 1;
donorl day2: group 2; donor2 day2: group 3 etc.). After data
analysis, m/z values of interest were selected for further
identification.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

2.6 Lipid identification by MS/MS analysis

Lipid identification was performed in both positive and neg-
ative ion modes using a MALDI-Q-TOF SYNAPT HDMS
system (Waters) after completing MALDI-MST experiments
on different micromass slices. Lipid ion precursors were se-
lected within a 1 Da selection window and fragmented using
20-30 V collision energy applied in the trap cell. The ob-
tained spectra were processed using MassLynx software (Wa-
ters). The MS/MS fragmentation pattern from each selected
mass was used to identify the lipids of interest and to assign
them to previously classified lipid-m/z identifications in the
LIPID Metabolites and Pathways Strategy Structure Database
(LMSD) www.lipidmaps.org, and from relevant literature.

2.7 TOF-SIMS ition and pr

Slides were defrosted and dried in a vacuum desiccator at RT
for 20 min, followed by gold coating using a Quorum Tech-
nologies (Newhaven East Sussex, UK) SC7460 sputter coater
equipped with a FT707 quartz crystal microbalance stage and
a FT690 film thickness monitor to deposit a 2 nm gold layer.
TOF-SIMS experiments were performed on a Physical Elec-
tronics TRIFTII (Eden Prairie, Minnesota, USA) TOF-SIMS
equipped with a 22 KeV energy (2-3 nA) current Au'* primary
ion beam. Image areas of 1.8 mm x 1.8 mm were acquired
asamosaic of 32 x 32 tiles, each containing 256 x 256 pixels.
The raster size was set at 56 um and the acquisition time was
63.8 s per tile. The data were visualized using WinCandence
software version 4.4.0.17 (Physical Electronics, Chanhassan,
MN, USA).

2.8 Real-time PCR assays

Total RNA from MSC pellet cultures at 2 and 14 days was
extracted using the Trizol L.S. reagent (Invitrogen, Madrid,
Spain), according to the manufacturer's instructions. Be-
tween three and five micromasses per donor were em-
ployed for this analysis. A total of 1 ng RNA was used for
the first-strand complementary DNA (cDNA) synthesis us-
ing the SuperScript® VILO cDNA Synthesis kit (Life Tech-
nologies). The reverse transcription (RT) reaction was per-
formed in a 10 L reaction volume containing SuperScript®
VILO™ Mastermix (2 pL) and the RNA (8 nl) at 25°C for
10 min, followed by 60 min at 42°C and 5 min at 85°C to
inactivate the enzyme. Quantitative real-time PCR was per-
formed to assess the expression of the three enzymes involved
in sphingomyelin metabolism (SMPD1, N-acylsphingosine
amidohydrolase (ASAH1), and SPHK1). All reactions were
performed in 96-well plates using the LightCycler 480 in-
strument (Roche, Basel, Switzerland). The reaction was car-
ried out in a 20 pL total volume containing 10 pL of the
LightCycler® 480 Probes Master, 2.5 uL of the RT reaction
mixture, 0.7 wL (20 uM) of each primer, 0.2 pL of probe
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Figure 1. The spectra of all pellets collected at days 2 and 14 of chondrogenic differentiation after positive and negative MALDI-MS| were
analyzed using PCA and discriminant analysis (DA) to classify specific lipids at each time point. (A and B) Histogram distribution and spectra
loading plot of first discriminant function (DF1) scores after positive ion MALDI-MSI measurements. DF1 negative scores are specific to
day 2 samples and positive scores to day 14 samples. In the low mass range of the spectra, the phosphocholine head group (m/z 184.1)
as well as a related ion at m/z 198.1 are primarily detected at day 2. The higher frequency of mass peaks at day 2 in the mass range from
680 to 860 indicates a higher content of PCs and SMs at this time point. (C and D) Histogram distribution and spectra loading plot of DF1
scores obtained after negative ion MALDI-MSI measurements. DF1 negative scores are specific to micromasses collected at day 14 and
positive scores to day 2 samples. In addition to unsaturated fatty acids (m/z303.2, m/z327.2), many phosphatidylethanolamines (PEs) and
phosphatidylinositols (Pls) are very abundant in MSC pellets from day 14.

(10 wM) and 5.9 pL of water. The PCR program consisted 3 Results
of initial preincubation for activation of FastStart Taqg DNA
Polymerase and denaturation of DNA at 95°C for 10 min,
followed by 50 cycles of at 95°C for 10 s, annealing at 60°C
for 30 s, and extension at 72°C for 1 s. Primers for SMPD1,

ASAH1, SPHK1, and RPL13A (housekeeping gene) were de-

3.1 Positive MALDI-MSI analysis of the lipid
composition of hBMSCs at days 2 and 14 of

chondrogenesis

signed using the Universal Probe Library tool available at the
Roche website (http://www.roche-applied-science.com). Cal-
culation of the normalized relative expression levels at the two
times points of chondrogenesis (14 days versus 2 days) was
done using the qbasePLUS software version 1.5 (Biogazelle,
Zwijnaarde, Belgium). Normalization was carried out with
the stably expressed ribosomal reference gene RPL13A vali-
dated using the genormPLUS module in qbasePLUS.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

The experimental workflow followed in this work for the char-
acterization of lipids in hBMSCs micromasses at different
time points of chondrogenesis is described in Supporting
Information Fig. 1.

As indicated, we first analyzed the lipid composition of
hBMSCs using MALDI-MSI in the positive ion mode. Thin
micromass sections obtained from three patients were stud-
ied in duplicate. All 683 spectra acquired in the mass range
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100-1000 Da were analyzed by PCA and DA. As illustrated in
the frequency plot of Fig. 1A, the first discriminant function
(DF1) separated the data into two groups corresponding to
day 2 and day 14 of chondrogenesis. The discriminant load-
ing spectra for Fig. 1A displayed-specific masses at each time
point (Fig. 1B). The positive fraction of masses indicated the
specific molecular profile expressed at day 14 of chondrogen-
esis, whereas the peaks of the negative fraction were specific
for the micromasses collected at day 2. The negative part of
the graph was mainly dominated by many peaks with a high
loading in the mass range of 600-900, such as m/z 682.5, m/z
739.5, and m/z 798.5, at which the phospholipids (PLs) and
sphingolipids are typically visualized by MALDI-MSI. In the
low mass range we observed some other specific peaks as ma-
jor discriminating masses from the negative fraction, such as
choline at m/z 104.1, phosphate-related ions at m/z 146.9 and
162.9, phosphocholine at m/z 184.1, and a phosphocholine-
related ion at m/z 198.1. On the other hand, positive loading
spectra revealed alow lipid signal. In fact, only the masses m/z
729.5, m/z 790.5, and m/z 832.5 were specific of day 14 sam-
ples. Statistical analyses were performed on the three biologi-
cal replicates independently and achieved highly reproducible
results among donors (Supporting Information Fig. 2).

3.2 Negative MALDI-MSI analysis of the lipid
composition of hBMSCs at days 2 and 14 of
chondrogenesis

Ion suppression in MALDI-MSI is a well-known process
demonstrated among lipid classes. In fact, phosphatidyl-
cholines (PCs) and sphingomyelins (SMs) can prevent the
detection of other phospholipids present in the sample when
using the positive ion mode. Aside from that, many lipids,
including some classes of phospholipids and acidic sphin-
golipids (sulfatides), preferentially ionize in the negative ion
mode [24]. For this reason, micromass sections were also as-
sessed in the negative ion mode by MALDI-MSI. A total of 745
spectra were analyzed by the statistical methods mentioned
above. After DA, two groups corresponding to the undiffer-
entiated and differentiated stage were clearly distinguishable
in the negative ion mode. Moreover, DF1 scores had a differ-
ent distribution in day 2 and day 14 samples; this indicates a
characteristic lipid profile for each chondrogenic time point
(Fig. 1C). The DF1 spectrum revealed specific masses from
day 2 (positive loadings) and day 14 micromasses (negative
loadings) (Fig. 1D). Some examples of 14 day-specific peaks
were unsaturated fatty acids (FA) such as m/z 303.2 corre-
sponding to arachidonic acid (AA) (C20:4) and m/z 327.2
linked to w-3 docosahexaenoic acid (DHA) (C22:6). Other
masses detected in the mass range of phospholipids (600—
900), m/z 750.5, m/z 819.5, and m,/z 885.6, also increased in
the micromasses collected at day 14 according to the DA. On
the other hand, several peaks specifically increasing at day
2 of chondrogenesis, m/z 323.0, m/z 403.0, and m/z 606.1,
represent new markers of the undifferentiated stage.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Positive lon MALDI Images

_m m/2885.6

Figure 2. Spatial mapping of lipid-positive (A) and negative
(B)ionsin micromass sections. (A) Distribution in ascending mass
range of lipids ions: phosphocholine at m/z184.1; a fragment from
phosphatidylcholine (PC) (16:0/18:1) at m/z504.3; fragments from
sphingomyelin (SM) (d18:1/16:0) at m/z 542.5 and m/z 666.5; SM
(d18:1/16:0-N(CHs); at m/z 682.5; and several PCs, PC (16:0/18:1)
at m/z 782.6, PC (36:2) at m/z 824.5 and PC (18:0/18:1) at m/z
826.6, obtained after positive ion MALDI-MSI analysis and de-
tected by TOF secondary ion MS (TOF-SIMS). (B) Distribution in
ascending mass range of lipids ions: inositol monophosphate [M-
HI~ at m/z 259.0; arachidonic acid [M-H]~ at m/z 303.2; docosa-
hexaenoic acid [M-H]~ at m/z 327.2; phosphatidylethanolamine
(PE) (18:0/20:4) [M-H]~ at 750.5; sulfatide (ST) (d18:1/16:0) [M-H]~
at m/z 778.5; PE (18:0/22:4) [M-H]~ at m/z 794.5; phosphatidyl-
glycerol (PG) (18:1/22:6) at m/z 819.5; phosphatidylinositol (PI)
(18:1/20:4) [M-H]~ at m/z 883.6; Pl (18:0/20:4) [M-H]~ at m/z 885.6
and Pl (42:3) [M-H]~ at m/z 943.5. Scale bar show normalized
intensities. Scale size 900 wm: ™ m/z = mass/charge.

3.3 Visualization of lipid distribution in hBMSCs at
days 2 and 14 of chondrogenesis

The intensity and the spatial distribution of the lipid species
recorded by MALDI-MSI in the micromasses collected at days
2 and 14 of chondrogenesis were examined using Biomap
software (Fig. 2). First, we imaged some of the positive ion
peaks obtained after doing the DA in days 2 and 14 samples
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(Fig. 2A) and observed a difference in the normalized inten-
sity of these peaks. For example, we observed higher intensi-
ties of phosphocholine (m/z 184.1) and some SM fragments,
such as m/z 542.5 and m/z 666.5, in the micromasses col-
lected on day 2. The PC signals at m/z 782.6, m/z 824.6, and
m/z 826.6 showed the same pattern of differences when days
2 and 14 samples were compared. The distribution and in-
tensities of all the identified lipid species in the positive ion
mode are summarized in Supporting Information Fig. 3. In
addition, ten negative lipid species were also visualized in the
two conditions (Fig. 2B). In these cases, the intensity of m/z
values corresponding to AA (m/z 303.2) and DHA (m/z 327.2)
was higher in the micromasses collected at day 14 than in the
day 2 samples. This analysis also confirmed the predominant
expression of the PLs, m/z 750.5, m/z 794.5, m/z 883.6, and
943.5, at day 14 of chondrogenesis.

However, the different distributions of positive lipid
species and negative lipid species did not allow us to char-
acterize specific inner areas within the micromass sections.

34 S al ch ion of lipid ions by
tandem mass spectrometry revealed a
differential lipid profile in hBMSCs during

chondrogenesis

After statistical analysis, the m/z values with the highest
loadings were selected for identification of the lipid struc-
ture. MALDI-MS/MS profiling experiments were performed
directly on the micromass sections under the experimental
conditions described in Materials and methods. The lipid as-
signment for each selected peak and the chondrogenic time
point at which it was mainly expressed are summarized in
Table 1. The m/z values in Table 1 are listed in order of their
mass range. The assignment of m/z values was based on the
bibliography and the Lipidmaps.org database. Contrary to the
positive ion mode, where lipids can be protonated ([M+H]")
or cationized by sodium ([M+Na]*) or potassium ([M+K]"),
the negative mode mainly leads to the detection of deproto-
nated [M-H]" ion species, allowing easier attribution of lipids.

In total, 37 ion peaks were identified in positive and neg-
ative ion modes. Most of the ion peaks detected in the posi-
tive ion mode were attributable to PC and SM lipid classes.
Six different PC species were identified. With the exception
of m/z 790.5 [related to PC (C18:0/C18:0)] and m/z 832.5
[corresponding to PC (C18:0/C20:4)] that were increased at
day 14 of chondrogenesis, all PC masses were more abun-
dant in day 2 samples. Among the five different indenti-
fied SMs, only SM (d18:1/18:1), detected at m/z 729.5, was
14 day-specific. In addition to the intact lipid species, four
fragments of PC (C16:0/C18:1) and two fragments of SM
(d18:1/C16:0) were identified. Other peaks, like phospho-
choline (m/z 184.1) and a phosphocholine-related ion (m/z
198.1), were also increased in the micromasses collected at
day 2, as mentioned above. Supporting Information Fig. 4A
presents the MS/MS spectrum of m/z 725.5, already assigned

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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to SM d18:1/C16:0 [25], obtained after the positive-profiling
experiments. The CID spectrum of this precursor showed
three characteristic fragment ion signals at m/z 264.3, m/z
542.5, and m/z 666.5. The m/z 264.3 fragment ion corre-
sponds to sphingosine base, whereas the m/z 542.5 and m/z
666.5 correspond to the loss of phosphocholine (184 Da) and
trimethylamine (59 Da) from the SM precursor. The prod-
uct ion spectrum of the precursor ion m/z 739.5 (Supporting
Information Fig. 4B) was also recorded on the micromass
sections. In the negative ion mode, 11 different ion peaks
were identified by the MALDI-MS/MS measurements. Al-
most all were predominantly expressed in the micromasses
collected at day 14 and were mainly attributed to the PI and
phosphatidylethanolamine (PE) lipid classes. The ions m/z
750.5 and m/z 794.5 belong to PEs, whereas the signals at
m/z 883.6, m/z 885.6, and m/z 943.5 correspond to PIs. The
ion peak m/z 778.5 is attributable to a sulfatide while that of
m/z 819.5 is a phosphatidylglycerol (PG) (Table 1). Support-
ing Information Fig. 4C shows the fragment ion spectrum of
m/z 819.5 (PG C18:1/C22:6) obtained after profiling in the
negative ion experiments. The assignment of the FA chain
lengths was confirmed by the signals at m/z 281.2, which
corresponds to oleic acid (C18:1), and m/z 327.2 attributable
to DHA (C22:6). Finally, dehydrated phosphoglycerol (m/z
153), a fragment ion commonly found in PLs, was detected.
The identification of the m/z 885.6 precursor ion is shown
in Supporting Information Fig. 4D. The mass peaks of m/z
241 and m/z 223 confirm the presence of the phosphoinosi-
tol head group, whereas the m/z 283 and m/z 303 fragment
ions correspond to the stearic FA (C18:0) and arachidonic FA
(C20:4), respectively. The assignment of the FA chain lengths
was confirmed by the ion peaks m/z 581 and m/z 601. Finally,
the fragment ion at m/z 419 is related to the loss of the inositol
head group (162 Da) plus the FA C20:4 chain.

3.5 Differential lipid profiles by TOF-SIMS analysis
of hBMSCs at days 2 and 14 of chondrogenesis

Traditional TOF-SIMS instruments have limited mass reso-
lution, lack of sensitivity to detect compounds (or metabo-
lites) within the mass range over 1000 Da and they are in-
compatible with MS/MS analyses. However, recent progress
in TOF-SIMS instrumentation has developed modern TOF-
SIMS with MS/MS capabilities [26, 27]. SIMS is a unique
tool for high spatial resolution MSI of elements and small
organic molecules on biological tissues [28]. For this reason
and because of the differences in ionization could give extra
information on the molecular profiles, we decided to ana-
lyze the micromass sections by using this technology. After
TOF-SIMS measurements in the positive ion mode, PCA
and DA were applied to ascertain the specific masses dif-
ferentially expressed between the two time points analyzed.
The lipid profile of hBMSCs obtained by statistical analysis is
shown in Table 2. Notably, we were able to validate a group of
lipids, also found by MALDI-MSI, mostly increased at day 2:
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Table 1. Lipid profiles of hBMSCs undergoing chondrogenesis after MALDI-MSI analysis

m/zvalue? Lipid assignment® Designation® Condition?
104.1 Choline [M+H]* Day 2
146.9 Sodiated headgroup of PC [M+Na]* Day 2
153.0 Dehydrated phosphoglycerol [M-H] Day 14
162.9 Potassiated headgroup of PC [M+K]* Day 2
184.1 Phosphocholine [M+H]* Day 2
198.1 Phosphocholine-related ion [M-+H]*™ Day 2
259.0 Inositol monophosphate [M-H]~ Day 14
303.2 Arachidonic acid (C20:4) [M-H]~ Day 14
327.2 Docosahexaenoic acid (C22:6) [M-HI~ Day 14
478.3 Fragment from m/z PC (16:0/18:1) [M-+K]+ Day 2
504.3 Fragment from m/z PC (16:0/18:1) [M+K]+ Day 2
542.5 Fragment from m/z SM (d18:1/16:0) [M-+K]* Day 2
577.5 Fragment from m/z PC (16:0/18:1) [M-+K]+ Day 2
599.5 Fragment from m/z PC (16:0/18:1) [M+K]+ Day 2
666.5 Fragment from m/z SM (d18:1/16:0) [M+Na]* Day 2
682.5 SM (d18:1/16:0-N(CH3)3 [M+K]' Day 2
7235 SM (d18:1/16:1) [M+Na]*+ Day 2
7255 SM (d18:1/16:0) [M-+Na]* Day 2
729.5 SM (d18:1/18:1) [M-+H]* Day 14
739.5 PC (16:0/18:1-N(CH3)3 [M+K]! Day 2
741.5 SM (d18:1/16:0) [M+K]! Day 2
750.5 PE (18:0/20:4) [M-H]~ Day 14
767.5 SM (d18:1/19:0) or SM(d18:1/18:1) [M-+Na]* or [M+K]*+ Day 2
778.5 ST (d18:1/16:0) [M-HI~ Day 14
782.6 PC (16:0/18:1) [M-+Nal* Day 2
790.5 PC (18:0/18:0) [M+H]*+ Day 14
794.5 PE (18:0/22:4) [M-H] Day 14
798.5 PC (16:0/18:1) [M-+K]* Day 2
800.5 PC (34:0) [M-+K]* Day 2
819.5 PG (18:1/22:6) [M-H]~ Day 14
824.5 PC (36:2) [M-+K]* Day 2
826.6 PC (18:0/18:1) [M-+K]* Day 2
832.5 PC (18:4/20:0) [M-+Na]*+ Day 14
853.6 SM (d18:1/24:0) [M+K]+ Day 2
883.6 PI(18:1/20:4) [M-H]~ Day 2
885.6 Pl (18:0/20:4) [M-H] Day 14
943.5 Pl (42:3) [M-H]~ Day 14

The specific positive and negative m/z values, with the highest discriminant function loadings at days 2 and 14 of chondrogenic differenti-

ation are summarized.

hBMSCs, human bone marrow mesenchymal stem cells; MALDI-MSI, matrix-assisted laser desorption ionization-mass spectrometry
imaging; PC, phosphatidylcholine, SM, sphingomyelin, PE, phosphatidylethanolamine, ST, sulfatide, PG, phosphatidylglycerol, and PI,

phosphatidylinositol.

a) m/z values identified after tandem mass spectrometry (MS/MS) analysis.

b) Assignments of m/z values according to MS/MS analysis, bibliography and Lipimaps.org database.
c) Adduct ions observed in the collision-induced dissociation (CID) mass spectrum.

d) Chondrogenic time point at which the lipid species are mainly expressed.

including phosphocholine, some lipid fragments (m/z 504.3,
m/z 542.5, and m/z 666.5) and some PC and SM species
(m/z 682.5, m/z 782.6, m/z 824.5, and m/z 826.6) previously
detected by MALDI-MSI. In addition, we found an impor-
tant number of m/z values in the mass range of 300-600.
All of these were predominantly expressed in the differentia-
tion stage and were mainly attributable to monoacylglycerols
(m/z313.4,m/z 339.4, and m/z 341.4), diacylglycerols (DAGs)
(m/z 551.6, m/2 575.7, m/z 579.7, m/z 603.7, m/z 605.7, and
m/z 607.8) and ceramide lipid classes (m/z 576.7 and m/z
604.8).

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.6 Different localization of phosphocholine-related
ions

Several attempts have been made to improve the spatial reso-
lution of MALDI imaging, including oversampling [29], laser
modulation [30] and solvent-free sublimation matrix appli-
cation techniques [31]. In fact, MALDI-MSI instrumentation
can usually achieve a spatial resolution of 10 pm [32]. In ad-
dition, detailed information on lipids in different anatomical
areas of tissues can be obtained by MALDI-MSI, although sin-
gle cell or intracellular assessments can not be performed. In
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Table 2. Lipid profiles of hBMSCs undergoing chondrogenesis af-
ter TOF-SIMS analysis

m/z value? Lipid assignment®) Condition
184.1 Phosphocholine Day 2
313.4 MAG (16:0) Day 14
339.4 MAG (18:1) Day 14
341.4 MAG (18:0) Day 14
504.3 Fragment from m/z PC (16:0/18:1) Day 2
542.5 Fragment from m/zSM (d18:1/16:0)  Day 2
551.6 DAG (32:0) Day 14
575.7 DAG (34:2) Day 14
576.7 Cer (d18:1/20:0) Day 14
579.7 DAG (34:0) Day 14
603.7 DAG (36:2) Day 14
604.8 Cer (d18:1/22:0) Day 14
605.7 DAG (36:1) Day 14
607.8 DAG (36:0) Day 14
666.5 Fragment from m/z SM (d18:1/16:0) Day 2
682.5 SM (d18:1/16:0-N(CHz)3 Day 2
782.6 PC (16:0/18:1) Day 2
824.5 PC (36:2) Day 2
826.6 PC (18:0/18:1) Day 2

hBMSCs, human bone marrow mesenchymal stem cells; TOF-
SIMS, time-of-flight secondary ion mass spectrometry; PC, phos-
phatidylcholine, SM, sphingomyelin, MAG, monoacylglycerol,
DAG, diacylglycerol, Cer, Ceramide.

a) m/z values with the highest discriminant function loadings se-
lected after discriminant analysis (DA).

b) Tentative assignments according to the Lipidmaps.org
database and lipid literature.

our study, the localization of the lipid ions after MALDI-MSI
measurements was similar in micromasses collected at days
2 and 14 of chondrogenesis; we were unable to detect lipid
ions with a different distribution profile between the sam-
ples, primarily because of the small size of the micromasses
(1-2 mm).

SIMS is utilized for very high spatial resolution MSI, as
mentioned above. In fact, the lateral resolution of TOF-SIMS
can be less than 1 wm [33]. Therefore, the application of TOF-
SIMS could reveal some variations in the lipid localization be-
tween the two time points of chondrogenesis. The choline sig-
nal (m/z 104.1) and the phosphocholine (m/z 184.1) signals,
measured in the positive ion mode, were homogeneously
distributed in the membrane of the cells throughout the mi-
cromass sections at day 2 (Fig. 3). However, in the micro-
masses collected at day 14, phosphocholine-related ions were
more abundant in the peripheral cells, suggesting a more ad-
vanced differentiation of the cells situated in the micromass
core. This analysis showed the intrasample heterogeneity in
the 14 days samples.

3.7 SPHK1 expression is increased at day 14 of
chondrogenesis

To further investigate the low detection of SMs intact species
in the micromasses of hBMSCs undergoing chondrogene-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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sis, we performed real-time PCR analyses on samples from
six independent differentiation experiments using hBMSCs
of additional donors, at days 2 and 14. The analyses in-
cluded the quantitative assessment of gene expression of
three enzymes involved in the SM metabolism (Fig. 4), such
as sphingomyelin phosphodiesterase 1 (SMPD1, responsi-
ble for cleaving SM into phosphocholine and ceramide),
N-acylsphingosine amidohydrolase, or acid ceramidase 1
(ASAH1, involved in the generation of sphingosine from ce-
ramide), and sphingosine kinase 1 [SPHK1, which phospho-
rylates sphingosine to sphingosine-1-phosphate (S1P)]. As
shown in Fig. 4, a clear upregulation (4.74-fold) was found
for SPHK1 (p < 0.05) at day 14 when compared to day 2.
Upregulations of ASAH1 and SMPD1 were also detected, al-
though in these cases the results showed a tendency, but were
not significant (p < 0.1). Taken together, these data suggest
an increased activity of this pathway, which might enhance
SM degradation during chondrogenesis.

4 Discussion

Among the different mass spectrometry imaging techniques,
MALDI-MSI is the highest performing MSI tool currently
available in terms of sensitivity for intact biomolecules and
mass range. It has rapidly developed in the biomedical field,
particularly in the investigation of tissues from colon [34],
breast [35], and prostate [36] cancers. Investigating rheuma-
tology disorders, MALDI-MSI has been recently employed for
the study of osteoarthritic (OA) cartilage [37, 38]. An alterna-
tive technique, TOF-SIMS, provides better spatial resolution
than MALDI and its application in the biomedical field has
also been capitalized upon [39]. As with MALDI, healthy,
and OA cartilages have been also subjected to TOF-SIMS
analysis, the results of which has specifically localized choles-
terol and FAs in the superficial area of OA tissue [40]. In the
present study, we combined these two MSI technologies to
analyze the lipid distribution of MSCs during chondrogenic
differentiation.

The distribution of lipids has previously been examined
in adipose [41], bone [42] and cartilage [40] tissues using MSI
technologies. Given the potential of these tools for gaining
a better understanding of basic biology, MSI has also been
increasingly applied in stem cell research. For example,
multi-isotope imaging MS and TOF-SIMS have been em-
ployed to quantify stem cell division and metabolism in mice
[43], and to characterize the distribution of strontium during
the osteogenic differentiation of MSCs [44], respectively.
However, to date, no MSI studies have specifically focused
on those lipid modulations occurring during differentiation
of MSCs toward chondrocytes, which have been reported to
alter the chondrogenic phenotype [11], and to be essential
for proper cartilage formation [9, 10]. This lack emphasizes
the importance of studies on lipid modulations to better
our understanding of the molecular processes that drive
chondrogenesis.

www.proteomics-journal.com
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Figure 3. High spatial resolution TOF-SIMS imaging of choline and phosphocholine in day 2 and 14 micromass sections. Choline and
phosphocholine are more abundant in the cells situated in the peripheral zone of the micromasses collected at day 14. The corresponding

H&E staining images are also shown.
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Figure 4. Enzymes involved in the sphingomyelin metabolism
pathway are increased at day 14 of chondrogenesis. Expression of
sphingomyelin phosphodiesterase (SMPD1), N-acylsphingosine
amidohydrolase (ASAH1), and sphingosine kinase 1 (SPHK1)
was quantified by RT-PCR. The results were normalized to
the expression of the housekeeping gene RPL13 and are pre-
sented as the mean of six independent experiments in duplicate
(*p < 0.05 relative to day 2). The SM pathway is illustrated at
the top of the graphic. SM, sphingomyelin; S1P, sphingosine-1-
phosphate.
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Therefore, for the first time, we applied MSI technologies
to characterize the lipid profile of hBMSCs during the early
stages of chondrogenic differentiation. Among the lipid
classes identified by MALDI-MSI, PCs, and SMs levels
decreased during chondrogenic differentiation. Apart from
their role as structural components of plasma membranes,
the products of SM metabolism, such as ceramides, sph-
ingosine, S1P, and DAGs, function as cellular signaling
molecules, participating in cell growth, cell differentiation,
and programmed cell death [45]. Thus, our data indicate that,
during chondrogenesis, hBMSCs mobilize the SMs to pro-
duce the secondary metabolites necessary for differentiation
toward chondrocytes. In addition, we found a significantly
higher expression of the enzyme SPHK1 at day 14 compared
with day 2 of chondrogenesis, this explains the low level
of identification of intact SM species at day 14. The use of
TOF-SIMS also enabled the detection of the presence of some
PC (m/z 782.6, m/z 824.5, and m/z 826.6) and SM fragments
(m/z 542.5 and m/z 666.5) characteristic of the early stages of
chondrogenesis. Moreover, TOF-SIMS analysis revealed the
presence of some ceramide lipid species (m/z 576.7 and m/z
604.8) in the micromasses collected at day 14. The effect of
ceramide on mesenchymal stem cell differentiation, such as
adipogenesis [46] and chondrogenesis [11] has been already
studied. The detection of ceramide correlates with the drop
of SM levels at day 14 of chondrogenesis. For these reasons,
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the loss of SMs during chondrogenesis may be used as a
novel chondrogenic marker.

In addition, phosphocholine was preferentially identified
at day 2 by both MSI techniques. Phosphocholine represents
choline storage in vivo and is related to the size of the cell
membrane [47]. We hypothesize that, after 14 days of chon-
drogenesis, the resulting chondrocyte-differentiating hBM-
SCs are smaller in size than noninduced hBMSCs because,
during chondrogenesis, hBMSCs stop proliferating to begin
differentiation into chondrocytes. Therefore, the decreased
levels of phosphocholine during chondrogenesis could
induce the synthesis of inositol- and ethanolamine-derived
PLs that were detected by MALDI-MSI at day 14 of chondro-
genic differentiation. Moreover, TOF-SIMS measurements
indicate that phosphocholine-related ions are specifically
localized in the peripheral cells of the micromasses collected
at day 14. These analyses showed the intrasample hetero-
geneity in the 2 and 14 days samples. In addition, some of
the masses increased at day 14 detected by TOF-SIMS, such
as m/z 551.6 (DAG) and m/z 578.7 (not identified) were
localized in the core of the 14 days micromasses (data not
shown). These facts points to a higher level of chondrogenic
differentiation in the core of the 3D structures where there is
a lower availability of oxygen. This observation demonstrates
the capability of TOF-SIMS to discriminate with high spatial
resolution the different stages of chondrogenesis. Following
the same principle that we used for MALDI-MSI, samples
were also grouped by donor after TOF-SIMS experiments,
observing that DF3 showed the differences between the
two time points being able to discriminate between differ-
ent donors attending to the DF scores (data not shown).
Therefore by looking at the different DFs we could obtain
information about the state of chondrogenesis, lipid profiles,
and link this data with the respective donor. This method-
ology could provide valuable information to select the best
conditions/donors for cell therapy strategies in the future.

Overall, we have described for the first time the lipid
changes from hBMSCs in their early stages of chondro-
genic differentiation. Accumulation of sphingomyelin was
detected in the undifferentiated stage using MALDI-MSI.
Moreover, TOF-SIMS revealed a higher abundance of
phosphocholine-related ions in the peripheral cells of day 2-
related micromasses. These results demonstrate that MSlis a
useful tool to discriminate different areas of the micromasses
and to understand the molecular processes that occur during
the differentiation of hBMSCs toward chondrocytes and/or
cartilage-like tissues. Furthermore, these molecules may have
key functional roles in chondrogenesis and could be candidate
chondrogenic differentiation markers. Therefore, these lipids
could have potential value in cartilage reparation strategies.

The authors express appreciation to the Pathology Service
from the Orthopaedics Department of the CHU A Corufia
for providing bone marrow samples, to Tamara Hermida and
Maria José Sdnchez for hBMSCs isolation and characteri-
zation, and to Purificacién Filgueira and Noa Goyanes for

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Proteomics 2014, 00, 1-12

obtaining the micromass sections. B. Rocha and C. Ruiz-
Romero are recipients of grants from ISCIII-Spain (PFIS
and Miguel Servet, respectively). This work was supported
in part through funding from EU COST Action BM1104
(Mass Spectrometry Imaging: new tools for healthcare research),
and also from Fondo Investigacion Sanitaria, Madrid, Spain
(CIBER-CB06/01/0040; PI12/00329; PI11/02397, RETIC-
RIER-RD12/0009/0018; Proteo-Red/ISCIII); FEDER (Eu-
ropean Community) and Xunta de Galicia (Red Gallega
REDICENT).

The authors have declared no conflict of interest.

5 References

Koga, H., Engebretsen, L., Brinchmann, J. E., Muneta, T,

Sekiya, I., Mesenchymal stem cell-based therapy for carti-

lage repair: a review. Knee Surg. Sports Traumatol. Arthrosc.

2009, 17, 1289-1297.

[2] Pittenger, M. F, Mesenchymal stem cells from adult bone
marrow. Methods Mo!. Bioi. 2008, 449, 27-44.

[3] Goldring, M. B., Tsuchimochi, K., ljiri, K., The control of chon-
drogenesis. J. Cell Biochem. 2006, 97, 33-44.

[4] Gupta, P K., Das, A. K., Chullikana, A., Majumdar, A. S.,

Mesenchymal stem cells for cartilage repair in osteoarthritis.

Stem Cell Res. Ther. 2012, 3, 25.

[5] Johnstone, B., Hering, T. M., Caplan, A. I., Goldberg, V. M.,
Yoo, J. U., In vitro chondrogenesis of bone marrow-derived
mesenchymal progenitor cells. Exp. Celf Res. 1998, 238, 265~
272.

[6] Spagnoli, A., O'Rear, L., Chandler, R. L., Granero-Molto, F
et al., TGF-beta signaling is essential for joint morphogene-
sis. J. Celf Biol. 2007, 177, 1105-1117.

[7] Tuli, R., Tuli, S., Nandi, S., Huang, X. et al., Transform-
ing growth factor-beta-mediated chondrogenesis of hu-
man mesenchymal progenitor cells involves N-cadherin and
mitogen-activated protein kinase and Wnt signaling cross-
talk. J. Biol. Chem. 2003, 278, 41227-41236.

[8] Huey, D.J.,Hu, J.C., Athanasiou, K. A., Unlike bone, cartilage
regeneration remains elusive. Science 2012, 338, 917-921.

[9] Wu, S., De Luca, F, Role of cholesterol in the regulation of
growth plate chondrogenesis and longitudinal bone growth.
J. Biol. Chem. 2004, 279, 4642-4647.

[10] Schmidt, K., Hughes, C., Chudek, J. A., Goodyear, S. R. et al.,
Cholesterol metabolism: the main pathway acting down-
stream of cytochrome P450 oxidoreductase in skeletal de-
velopment of the limb. Moi. Celi Biof. 2009, 29, 2716-2729.

[11] Simonaro, C. M., Sachot, S., Ge, Y., He, X. et al., Acid cerami-
dase maintains the chondrogenic phenotype of expanded
primary chondrocytes and improves the chondrogenic differ-
entiation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells.
PLoS One 2013, 8, 62715.

[12] Masuko, K., Murata, M., Suematsu, N., Okamoto, K. et al.,
A metabolic aspect of osteoarthritis: lipid as a possible con-
tributor to the pathogenesis of cartilage degradation. Ciin.
Exp. Rheumatoi. 2009, 27, 347-353.

www.proteomics-journal.com



Proteomics 2014, 00, 1-12

[13]

[14]

[15]

[16]

17

(8

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Mishra, R., Singh, A., Chandra, V., Negi, M. P et al., A com-
parative analysis of serological parameters and oxidative
stress in osteoarthritis and rheumatoid arthritis. Rheumatol.
int. 2012, 32, 2377-2382.

Kosinska, M. K., Liebisch, G., Lochnit, G., Wilhelm, J. et al.,
A lipidomic study of phospholipid classes and species in
human synovial fluid. Arthritis Rheum. 2013, 65, 2323-2333.

Zhou, X., Mao, J., Ai, J., Deng, Y. et al., Identification of
plasma lipid biomarkers for prostate cancer by lipidomics
and bioinformatics. PLoS One 2012, 7, e48889.

Han, X., Rozen, S., Boyle, S. H., Hellegers, C. et al.,
Metabolomics in early Alzheimer’s disease: identification of
altered plasma sphingolipidome using shotgun lipidomics.
PLoS One 2011, 6, 21643.

Eriksson, C., Masaki, N., Yao, |., Hayasaka, T., Setou, M.,
MALDI imaging mass spectrometry-a mini review of meth-
ods and recent developments. Mass Spectrom. 2013, 2,
S0022.

Cicione, C., Diaz-Prado, S., Muinos-Lopez, E., Hermida-
Gomez, T, Blanco, F J., Molecular profile and cellular charac-
terization of human bone marrow mesenchymal stem cells:
donor influence on chondrogenesis. Differentiation 2010, 80,
155-165.

Hermida-Gomez, T, Fuentes-Boquete, I, Gimeno-Longas, M.
J., Muinos-Lopez, E. et al., Bone marrow cells immunomag-
netically selected for CD271+ antigen promote in vitro the
repair of articular cartilage defects. Tissue Eng. Part A 2011,
17, 1169-1179.

Rocha, B., Calamia, V., Mateos, J., Fernandez-Puente, P.
et al., Metabolic labeling of human bone marrow mesenchy-
mal stem cells for the quantitative analysis of their chon-
drogenic differentiation. J. Proteome Res. 2012, 11, 5350—
5361.

Rocha, B., Calamia, V., Casas, V., Carrascal, M. et al., Secre-
tome analysis of human mesenchymal stem cells undergo-
ing chondrogenic differentiation. J. Proteome Res. 2014, 13,
1045-1054.

Eijkel, G. B., Kaletas, B., Van der Wiel, I. M., Kros, J. M. et al.,
Correlating MALDI and SIMS imaging mass spectrometric
datasets of biological tissue surfaces. Surf. interface 2009,
41, 675-685.

Hoogerbrugge, R., Willig, S. J., Kistemaker, P. G., Discrimi-
nant analysis by double stage principal component analysis.
Anal. Chem. 1983, 55, 1710-1712.

Petkovic, M., Schiller, J., Miller, M., Benard, S. et al.,
Detection of individual phospholipids in lipid mixtures
by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry: phosphatidylcholine prevents the de-
tection of further species. Anal. Biochem. 2001, 289, 202—
216.

Chughtai, K., Jiang, L., Greenwood, T. R., Glunde, K., Heeren,
R. M., Mass spectrometry images acylcarnitines, phos-
phatidylcholines, and sphingomyelin in MDA-MB-231 breast
tumor models. J. Lipid Res. 2013, 54, 333-344.

Fletcher, J. S., Rabbani, S., Henderson, A., Blenkinsopp, P.
et al., A new dynamic in mass spectral imaging of single
biological cells. Anal. Chem. 2008, 80, 9058-9064.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[27]

[28]

[29]

(301

311

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

(371

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

11

Carado, A., Passarelli, M. K., Kozole, J., Wingate, J. E.
et al., C60 secondary ion mass spectrometry with a hybrid-
quadrupole orthogonal time-of-flight mass spectrometer.
Anal. Chem. 2008, 80, 7921-7929.

Lanni, E. J., Rubakhin, S. S., Sweedler, J. V., Mass spectrom-
etry imaging and profiling of single cells. J. Proteomics 2012,
75, 5036-5051.

Jurchen, J. C., Rubakhin, S. S., Sweedler, J. V., MALDI-MS
imaging of features smaller than the size of the laser beam.
J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2005, 16, 1654-1659.

Holle, A., Haase, A., Kayser, M., Hohndorf, J., Optimizing
UV laser focus profiles for improved MALDI performance. J.
Mass Spectrom. 2006, 41, 705-716.

Hankin, J. A., Barkley, R. M., Murphy, R. C., Sublimation
as a method of matrix application for mass spectrometric
imaging. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2007, 18, 1646-1652.

Schwamborn, K., Caprioli, R. M., MALDI imaging mass
spectrometry—painting molecular pictures. Mol. Oncol. 2010,
4,529-538.

Passarelli, M. K., Winograd, N., Lipid imaging with time-
of-flight secondary ion mass spectrometry (TOF-SIMS).
Biochim. Biophys. Acta 2011, 1811, 976-990.

Shimma, S., Sugiura, Y., Hayasaka, T, Hoshikawa, Y. et al.,
MALDI-based imaging mass spectrometry revealed abnor
mal distribution of phospholipids in colon cancer liver
metastasis. J. Chromatogr. B Analyt. Technoi. Biomed. Life
Sci. 2007, 855, 98-103.

Ide, Y., Waki, M., Hayasaka, T., Nishio, T. et al., Human breast
cancer tissues contain abundant phosphatidylcholine(36:1)
with high stearoyl-CoA desaturase-1 expression. PLoS One
2013, 8 e61204.

Goto, T, Terada, N., Inoue, T., Nakayama, K. et al., The ex-
pression profile of phosphatidylinositol in high spatial reso-
lution imaging mass spectrometry as a potential biomarker
for prostate cancer. PLoS One 2014, 9, €90242.

Cillero-Pastor, B., Eijkel, G. B., Kiss, A., Blanco, F. J., Heeren,
R. M., Matrix-assisted laser desorption ionization-imaging
mass spectrometry: a new methodology to study human
osteoarthritic cartilage. Arthritis Rheum. 2013, 65, 710-720.

Peffers, M. J., Cillero-Pastor, B., Eijkel, G. B., Clegg, P D.,
Heeren, R. M., Matrix assisted laser desorption ionization
mass spectrometry imaging identifies markers of ageing and
osteoarthritic cartilage. Arthritis Res. Ther. 2014, 16, R110.
Malmberg, P, Jennische, E., Nilsson, D., Nygren, H., High-
resolution, imaging TOF-SIMS: novel applications in medical
research. Anal. Bioanal. Chem. 2011, 399, 2711-2718.
Cillero-Pastor, B., Eijkel, G., Kiss, A., Blanco, F. J., Heeren,
R. M., Time-of-flight secondary ion mass spectrometry-
based molecular distribution distinguishing healthy and os-
teoarthritic human cartilage. Anal. Chem. 2012, 84, 8909-
8916.

Malmberg, P, Nygren, H., Richter, K., Chen, Y. et al., Imaging
of lipids in human adipose tissue by cluster ion TOF-SIMS.
Microsc. Res. Tech. 2007, 70, 828-835.

Malmberg, P, Nygren, H., Methods for the analysis of the
composition of bone tissue, with a focus on imaging mass
spectrometry (TOF-SIMS). Proteomics 2008, 8, 3755-3762.

www.proteomics-journal.com

121




APITULOS

[VFSEEINY

O o e
R R N VN

122

12

[43]

[44]

[45]

B. Rocha et al.

Steinhauser, M. L., Bailey, A. P, Senyo, S. E., Guillermier, C.
et al., Multi-isotope imaging mass spectrometry quantifies
stem cell division and metabolism. Nature 2012, 481, 516—
519.

Kokesch-Himmelreich, J., Schumacher, M., Rohnke, M.,
Gelinsky, M., Janek, J., TOF-SIMS analysis of osteoblast-like
cells and their mineralized extracellular matrix on strontium
enriched bone cements. Biointerphases 2013, 8, 17.

Merrill, A. H., Schmelz, E. M., Dillehay, D. L., Spiegel, S.
etal., Sphingolipids—the enigmatic lipid class: biochemistry,

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[46]

471

Proteomics 2014, 00, 1-12

physiology, and pathophysiology. Toxicol. Appl. Pharmacol.
1997, 142, 208-225.

Xu, F, Yang, C. C., Gomillion, C., Burg, K. J., Effect of ce-
ramide on mesenchymal stem cell differentiation toward
adipocytes. Appl. Biochem. Biotechnoi, 2010, 160, 197-212.
Jang, M. Y., Chun, S. I., Mun, C. W., Hong, K. S., Shin, J. W.,
Evaluation of metabolomic changes as a biomarker of chon-
drogenic differentiation in 3D-cultured human mesenchymal
stem cells using proton (1H) nuclear magnetic resonance
spectroscopy. PLoS One 2013, 8, €78325.

www.proteomics-journal.com



DISCUSION






DISCUSION

Discusion articulo |

El cartilago articular hialino tiene una baja capacidad de regeneracion, lo que se
debe parcialmente a su naturaleza avascular y a la ausencia de inervacion [225].
Esta falta de suministro sanguineo origina que los mecanismos de reparacion
basados en el reclutamiento de células madre en la zona de la lesién no se
produzcan correctamente [226, 227]. Otros factores que explican la escasa
capacidad de reparacién del cartilago son la incapacidad de los condrocitos de
migrar al lugar de la lesion, debido a su baja actividad metabdlica y también a la
presencia de una densa ECM en este tejido [228, 229]. Para resolver este
problema, en los ultimos afios se ha sugerido la utilidad de células madre
mesenquimales (MSCs) como alternativa terapéutica para el tratamiento de las
lesiones del cartilago. Las MSCs son células multipotentes, capaces de renovarse
por si mismas, y que también poseen la capacidad de diferenciarse hacia la
mayoria de los tejidos esqueléticos (incluido el cartilago) cuando se cultivan in
vitro en condiciones apropiadas. Las MSCs pueden aislarse a partir de una gran
variedad de tejidos, como la médula dsea [230] o el tejido adiposo [52]. En la
actualidad, existen multitud de modelos de diferenciacion in vitro diferentes, lo
que dificulta la caracterizacidon de los mecanismos moleculares implicados en los

procesos de diferenciacion.

En este sentico, la protéomica se ha utilizado durante los ultimos afios para
profundizar en la caracterizacién de las MSCs, principalmente para la
identificacion de proteinas involucradas en la funcién inmunomoduladora de
estas células [103, 108]. Asismismo, diversas aproximaciones protedmicas se han
aplicado para el estudio de los procesos de diferenciacion de las MSCs,
especialmente en adipogénesis [231, 232] y osteogénesis [115, 233, 234]. Sin
embargo, hay muy pocos analisis protedmicos centrados en el estudio del proceso
de condrogénesis. Hasta la fecha, se han publicado dos estudios en los que se
describen las alteraciones del proteoma durante la diferenciaciéon condrogénica

de las MSCs: En el primero de ellos se compard el perfil proteico de una linea de
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células madre mesenquimales embrionarias de ratéon (C3H10T1/2) mediante el

marcaje iTRAQ acoplado a 2D LC-MS/MS [235], mientras que en el segundo
trabajo los autores aplicaron la estrategia DIGE para caracterizar el proceso de
condrogénesis en un modelo in vitro con MSCs de corddn umbilical [236]. En
nuestro trabajo hemos utilizado el marcaje metabdlico SILAC, basado en isétopos
estables, para la cuantifacion relativa de los cambios de expresidn proteica que
ocurren durante la diferenciacién condrogénica de las MSCs aisladas de médula
6sea. El marcaje SILAC permite estudiar la tasa de recambio de las proteinas y los

cambios que se producen en el proteoma de las células [237].

Como paso previo a nuestro analisis protedmico estandarizamos el marcaje SILAC
de las MSCs en nuestras condiciones de cultivo. En primer lugar, esta
estandarizacion consistio en evaluar la viabilidad y el crecimiento celular de las
MSCs en dos medios de cultivo diferentes (un medio de expasidon comercial y un
medio DMEM, ambos especificos para SILAC) suplementados con las formas
isotdpicas de los aminoacidos arginina y lisina, con el fin de seleccionar el mejor
medio de expansion para los experimentos de marcaje. El ensayo de proliferacion
reveld que las MSCs crecian mejor en el medio de expansion comercial que en el
medio DMEM, manifestando un incremento medio de crecimiento del 24.40 +
3.61% (p < 0.001), independientemente de los aminoacidos utilizados (Figura
Suplementaria 1). Las concentraciones de los aminodcidos lisina y arginina
utilizadas para la expansion fueron de 146 mg/L y 28 mg/L respectivamente, ya
que en estudios previos con condrocitos observamos que en estas condiciones se
evita una posible conversidn de arginina a prolina que introduciria errores en la
cuantificacion de las proteinas [238]. A continuacion, evaluamos la eficiencia de
incorporacion de los aminoacidos pesados, asi como la mencionada conversién de
arginina a prolina, mediante analisis por LC-MS/MS de los extractos celulares. Con
este fin, las células se crecieron en el medio de expansién comercial
suplementado con las versiones pesadas de arginina y lisina. Seguidamente, las
células se recogieron a diferentes pases (llegando hasta pase 6), se lisaron en

tampdn de urea, se digirieron en solucién con tripisina y finalmente se analizaron
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mediante LC-MALDI-TOF-TOF. Siguiendo esta estrategia, comprobamos que en las

MSCs no se producia interconversidn de arginina a prolina con la concentracién de
arginina utilizada (Figura Suplementaria 2). Por otro lado, obtuvimos un marcaje
medio del 98% para ambos aminoacidos después de 5 pases celulares (Figura 1).
En cualquier experimento SILAC se necesita al menos un 95% de marcaje para que
los datos de cuantificacion puedan considerarse reales. Aun asi, para nuestro
trabajo decidimos expandir las células hasta un pase 6 para asegurar valores
cercanos al 100 % de marcaje, y asi proporcionar una mayor robustez a nuestros

resultados de cuantificacion.

Al igual que en estudios previos [51], la diferenciacion condrogénica de las MSCs
fue validada por la expresidén de proteglicanos, como el agrecano, y del colageno
tipo Il. Los analisis por PCR a tiempo real mostraron un aumento en los niveles de
ARN mensajero de ambos marcadores a los 14 dias de la condrogénesis en
comparacion con el dia 2 (Figura 2). Ademas, los estudios histoquimicos realizados
en este estudio permitieron observar la sintesis de proteoglicanos durante el
proceso de diferenciacion (Figura 3A). Por ultimo, la ausencia de expresion del
coldgeno tipo X indicaba que la diferenciacién condrogénica no alcanza el estadio

de hipertrofia (Figura 3B).

Tras demostrar que el proceso de condrogénesis se estaba produciendo
correctamente, se realizo el estudio protedmico diferencial entre los dos tiempos
de condrogénesis seleccionados. El analisis protedmico de las MSCs basado en la
combinacion del marcaje SILAC con el andlisis por LC-MS/MS nos permitié
identificar 622 proteinas diferentes (Tabla Suplementaria 1). La mayoria de las
proteinas identificadas son proteinas intracelulares, lo que nos indica que esta
aproximacién es util para evaluar las alteraciones que se producen en el interior
de las células, mdas que analizar la formacién de un tejido cartilaginoso. Por lo
tanto, es légico que no se identificaran proteinas tipicas de la ECM del cartilago
como el coldgeno tipo Il o el agrecano, a pesar de haber confirmado su expresion

mediante los analisis de ARNm. De hecho, estos datos concuerdan con un estudio
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previo de nuestro grupo en el que caracterizamos el proteoma de los condrocitos

y en el que tampoco fuimos capaces de identificar el coldgeno tipo Il o el agrecano
[239]. En general, las proteinas identificadas en nuestro trabajo se relacionaron
con el metabolismo celular, la reorganizacién del citoesqueleto, los procesos de
sefializacion, la sintesis de proteinas y la adhesidn celular (Figura 4). También se
identificaron un gran numero de proteinas relacionadas con el citoesqueleto,
diferentes anexinas y proteinas involucradas en el metabolimo celular en el
proteoma de los condrocitos. El perfil proteico identificado en estos analisis es
muy similar al obtenido en un estudio reciente en el que se analizan los perfiles
intra y extracelulares de los condrocitos después del tratamiento con
interleuquina [238]. En este ultimo trabajo, la fibronectina, los coldgenos tipo |y
VI, y la tenascina fueron las proteinas mas abundantes secretadas por los
condrocitos. En nuestro estudio pudimos detectar todas ellas con un elevado

numero de péptidos, especialmente el coldgeno tipo Vly la fibronectina.

Al analizar los datos de cuantificacion relativa, 64 de las proteinas identificadas se
encontraron significativamente alteradas (cambio en los ratios de expresidon
menores de 0.8 o mayores a 1.2) al comparar ambos estadios celulares
(indiferenciado o dia 2, frente a mas diferenciado o dia 14). La modulacién de
algunas de estas proteinas se habia descrito recientemente en un estudio en el
que se caracteriza el proceso de condrogénesis de MSCs procedentes de corddn
umbilical mediante la técnica DIGE [236]. Entre estas proteinas comunes se
incluyen algunas relacionadas con el metabolismo celular, como la alfa enolasa
(ENOA), la nicotinamida N-metiltransferasa (NNMT), la fosfoglicerato mutasa 1
(PGAM1) o la triosasulfato isomerasa (TPIS); algunas chaperonas como la
peroxiredoxina 6 (PRDX6), la superdxido dismutasa mitocondrial (SODM) o la
proteina reguladora de glucosa 78 kDa (GRP78); diferentes anexinas como la
anexina 2 (ANXA2) y la anexina 6 (ANXA6), y una proteina asociada al
citoesqueleto, la vimentina (VIME). La identificacion de un panel comun de
proteinas moduladas en ambos estudios sugiere que el perfil de proteinas

intracelulares involucrado en el proceso de condrogénesis es Unico y global,
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independiente del origen de las MSCs y del modelo de condrogénesis in vitro

utilizado. Para soportar esta hipoétesis, los niveles de expresién de varias anexinas
(ANXA2, ANXA5 y ANXA6) también se encontraron alterados durante la
diferenciacion condrogénica de una linea de MSCs embrionarias obtenidas de

ratén [235].

Los resultados del andlisis diferencial se verificaron mediante el analisis
inmunohistoquimico de una serie de proteinas pertenecientes a distintas
categorias funcionales. Para dicho analisis elegimos un panel de 6 proteinas que
aumentan a los 14 dias de diferenciacién en comparacién con el dia 2 (Tabla 2), ya
que es mas probable que estas proteinas estén involucradas en el proceso
condrogénico. De hecho, entre las proteinas identificadas y especificas de la ECM
del cartilago, detectamos fibronectina (FINC) y dos cadenas del colageno tipo VI
aumentadas a dia 14. El incremento en la expresion del coldgeno tipo VI se ha
descrito en los estadios iniciales del proceso condrogénico de las MSCs cultivadas
en geles de alginato [240], lo que apoya los datos obtenidos en nuestro estudio.
Por su parte, los analisis inmunohistoquimicos realizados en nuestro trabajo
demostraron el incremento en la sintesis de FINC en la ECM de las micromasas,
mientras que a dia 2, la localizacion de la FINC es basicamente intracelular (Figura
5). La FINC es una glicoproteina de la ECM de alto peso molecular que tiene la
capacidad de unirse a las integrinas y a otros componentes de la matriz como el
coldgeno, la fibrina y los proteoglicanos sulfatados, y ademas es esencial para la
formaciéon de la ECM del cartilago [241]. Nuestros datos coinciden también con
resultados previos en los que se sugiere que la fibronectina interviene en la
producciéon de dos de los principales proteglicanos del cartilago, agrecano vy
versicano, durante la diferenciacion condrogénica [242]. En otro estudio previo
también se demuestra que determinados fragmentos de la FINC regulan el
proceso de condrogénesis de MSC aisladas de médula dsea en hidrogeles
tridimensionales [243]. Por lo tanto, la modulacidon de la FINC en el proceso de
diferenciacidon parece ser un mecanismo clave para promover la formacion de la

ECM y por consiguiente, la maduracion de los condrocitos.
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Seis de las proteinas aumentadas a dia 14 se agruparon en la categoria funcional

de organizacién del citoesqueleto, lo que indica que intervienen en una gran
variedad de procesos celulares como proliferaciéon, adhesidon celular vy
diferenciacion. En nuestro trabajo, decidimos validar la expresién de dos de ellas,
la gelsolina (GELS) y la vimentina (VIME), dado que estas dos proteinas se habian
relacionado recientemente con el proceso de condrogénesis. De hecho, estudios
previos habian descrito que la expresion génica de la GELS aumenta durante la
condrogénesis inducida por BMP-2 de MSCs aisladas de médula dsea [244],
mientras que otro estudio reciente basado en ARN de interferencia demostré que
la proteina VIME actia como un regulador positivo del proceso de diferenciacion
[245]. Al igual que la FINC, tanto GELS como VIME mostraron mediante técnicas
inmunohistoquimicas un incremento en su abundancia en las micromasas

recogidas a dia 14 en comparacién con las micromasas a dia 2 (Figura 5).

La mayor parte de las proteinas cuya modulacion cuantitativa en la condrogénesis
fue detectada en este trabajo se asignaron a la categoria funcional de
metabolismo y todas ellas, incluyendo la ATPA (validada también por
inmunohistoquimica) estan aumentadas a dia 14. Ademas, la mayoria de estas
proteinas participan en la ruta glucolitica. Estos datos sugieren que las MSCs
incrementan la actividad de la via glucolitica durante la diferenciacién, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en un estudio en el que evaltan el
metabolismo de las MSCs durante su proliferacion y diferenciacion. En este
ultimo, los autores demuestran que las MSCs reducen significativamente el
consumo de oxigeno durante la condrogénesis, por lo que obtienen el ATP
principalmente a partir de la via glucolitica y no de la fosforilacidon oxidativa [246].
De hecho, el metabolismo de las MSCs es flexible ya que estas células pueden
diferenciarse hacia condrocitos incluso en ausencia de oxigeno [247]. En conjunto,
estos resultados apoyan el papel de los cambios metabdlicos en la regulacion del

proceso de difenciacién de las MSCs.
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Finalmente, también validamos mediante inmunohistoquimica el aumento de dos

proteinas relacionadas con la respuesta al estrés: la superéxido dismutasa
mitocondrial (SODM) y la peptidil-prolil cis/trans isomerasa A (PPIA). SODM es la
principal proteina intracelular con funcién antioxidante, y por tanto su incremento
durante el proceso de diferenciacion podria ser indicativo de un aumento del
estrés oxidativo en las micromasas. Este incremento de SODM se ha descrito en
otros estudios que analizan el proceso de condrogénesis [236, 248]. Por su parte,
El aumento en la abundancia de PPIA detectado a los 14 dias de la condrogénesis
también podria ser un indicador mas de este estrés oxidativo. PPIA es una
chaperona ubicua que se secreta en respuesta a las especies reactivas de oxigeno
(ROS) [249]. En condrocitos, esta proteina se produce también en respuesta a la
activacion de rutas de estrés [250] o condiciones patoldgicas [251]. El aumento en
la producciéon de estas dos proteinas podria deberse al incremento en los niveles
celulares de ROS, que podria regular los estadios iniciales del proceso de
diferenciacion. De hecho, un estudio reciente sefiala que los niveles de ROS
aumentan durante la diferenciacion de las células ATDC5 y de condrocitos
primarios derivados de embriones de ratén, y demuestra que el ROS generado por
los enzimas NADPH oxidasas 2 y 4 es necesario para la supervivencia y

diferenciacién en los estadios iniciales de la condrogénesis [252].

En resumen, en este trabajo se describe el andlisis protedmico de un modelo in
vitro de condrogénesis, con el fin de realizar estudios cuantitativos de las
proteinas intracelulares que participan en el proceso de diferenciacién. Las
proteinas identificadas en este trabajo, realizado mediante una estrategia
protedmica basada en marcaje SILAC acoplado a LC-MS/MS, pueden considerarse
marcadores potenciales del proceso de diferenciacién. Su identificaciéon permite
profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares que participan en
este proceso, y puede ser muy util para la monitorizacion molecular de la
condrogénesis en estrategias de reparacion del cartilago basadas en terapia

celular. Ademas, el protocolo optimizado en este trabajo puede ser aplicado en
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otros estudios protedmicos tales como el andlisis del secretoma de las MSCs,

objetivo del segundo articulo que constituye esta tesis doctoral.
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Discusion articulo Il

El analisis del secretoma procedente de las MSCs sometidas a diferenciacion
condrogénica permite evaluar la composicion y calidad de la matriz extracelular
(ECM) que se esta formando. En el cartilago articular, la formacion de la ECM
depende de la sintesis e interaccion de un gran numero de moléculas,
principalmente proteinas, que son secretadas por los condrocitos o transportadas
por el torrente sanguineo a la articulacién. Sin embargo, cuando se produce una
lesion en el cartilago ésta no puede repararse debido a la limitada capacidad
regenerativa de este tejido. Este reducido potencial de regeneracion se debe
principalmente a las escasas facultades de migracidn y reparacion de la lesiéon de
los condrocitos, a la avascularidad del cartilago y también a las caracteristicas
especificas de su ECM, compuesta principalmente de moléculas de gran tamafio

como colagenos y proteglicanos [227].

Por su parte, las MSCs son células multipotentes, capaces de diferenciarse a
condrocitos, por lo que potencialmente tienen un papel fisiolégico en la
reparacidon del cartilago articular. De hecho, se ha propuesto el uso de MSCs
autdlogas o alogénicas como un procedimento terapéutico alternativo para el

tratamiento de los defectos del cartilago [253].

La posible aplicacion de las MSCs en terapias celulares para el tratamiento de
enfermedades musculoesqueléticas ha permitido conocer mejor la biologia basica
de estas células. Durante los Ultimos aflos se han realizado algunos estudios
protedmicos en los que se analizan las modulaciones que experimentan las
proteinas durante el proceso de diferenciacion de las MSCs hacia condrocitos
[235, 236]. Sin embargo, no se han realizado estudios proteédmicos cuantitativos
en los que se analicen las proteinas secretadas por estas células durante el
proceso de diferenciacién condrogénica. Recientemente, se han publicado dos
estudios en los que se analiza el secretoma de las MSCs durante su diferenciacién
a osteoblastos. En el primero de ellos los autores comparan el medio

condicionado (CM) procedente de MSCs indiferenciadas y diferenciadas (después
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de 6 dias de osteogénesis), utilizando una aproximacion basada en MS sin marcaje

o label-free [117]. En el segundo articulo, los autores emplean una versién del
marcaje SILAC, llamado SILAC pulsado, para cuantificar el secretoma en

condiciones ex vivo de las MSCs durante la diferenciacion osteogénica [128].

En nuestro trabajo decidimos aplicar el marcaje metabdlico SILAC, para
caracterizar y cuantificar por primera vez las proteinas secretadas por las MSCs
procedentes de médula dsea durante el proceso condrogénico. En nuestro grupo,
el marcaje SILAC se habia estandarizado previamente en condrocitos articulares
humanos [238], y su empleo en el estudio de secretomas de estas células permitié
demostrar la utilidad de este tipo de andlisis para la caracterizacion de las
proteinas de la ECM del cartilago. Esta utilidad ha sido también recientemente
mostrada en un estudio comparativo en el que se analizan las proteinas
secretadas por los condrocitos obtenidos de los céndilos medial y lateral del
fémur [254]. Como interesante ventaja para nuestro trabajo, el marcaje SILAC
permite discriminar facilmente las proteinas sintetizadas por las células en cultivo
de aquellas que proceden del FBS, lo que potencia su aplicacion para el andlisis de
las proteinas secretadas. Ademads, en el estudio que habiamos realizado con
anterioridad sobre extractos proteicos de las micromasas obtenidos hasta el dia
14 de la condrogénesis (Articulo | de esta Tesis), no habiamos sido capaces de
detectar proteinas con una localizacidon extracelular conocida, salvo algunas muy
abundantes como la fibronectina o el coldgeno tipo VI [255]. Esto puede ser
debido a que a dia 14 el principal componente de las micromasas son las células,
ya que la ECM no esta completamente formada. Sin embargo, el analisis del
secretoma recogido a los dias 2 y 14 de condrogénesis realizado en el presente
trabajo permitié identificar al menos 221 proteinas extracelulares (Tabla
Suplementaria 3), muchas de las cuales habian sido previamente identificadas en
el secretoma de los condrocitos articulares humanos [238] y se sabe que estan
involucradas en la formacién de la ECM del cartilago. Por ultimo, de todas las

proteinas identificadas en este estudio, Unicamente 23 son comunes al primer
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trabajo [255], lo que pone de manifiesto la complementariedad de los estudios de

proteoma completo y secretoma.

En este trabajo, al realizar el analisis protedmico del secretoma de las micromasas
pudimos identificar también un gran numero de proteinas intracelulares. La
contaminacién con proteinas intracelulares es un problema inherente a los
estudios del secretoma, ya que el medio condicionado contiene no sélo las
proteinas secretadas por las células, sino también las proteinas que se
desprenden de la superficie celular, las que se liberan al medio en exosomas, y las
que se liberan debido a los procesos de lisis celular, apoptosis o necrosis [256]. En
nuestro trabajo es muy dificil restringir los procesos de lisis celular debido a las
caracteristicas especificas del cultivo en micromasa, que pueden ser la principal
causa de la alta proporcidén de proteinas intracelulares que encontramos en el
perfil de proteinas secretadas descrito. Con el fin de evitar la identificacién de
proteinas intracelulares, en el afio 2012 se desarrolld una nueva aproximacién
basada en el uso de dos métodos de marcaje (un marcaje quimico con
fluorocromos y el marcaje SILAC pulsado), para enriquecer especificamente las
muestras de secretoma con proteinas recién sintetizadas [257]. Esta aproximacion
no solo disminuye la deteccion de proteinas procedentes de la lisis celular, sino
que también permite analizar el secretoma sin necesidad de cultivar las células sin
FBS y sin pasos de lavado. Sin embargo, en nuestro flujo de trabajo decidimos
limitar el uso de FBS para incrementar la deteccidn de las proteinas secretadas en
bajas cantidades. Para ello, cultivamos las micromasas sin FBS 24 horas antes de la
recoleccién de las muestras de secretoma. La eliminacién del FBS del medio de
cultivo disminuye la complejidad de la muestra e incrementa la reproducibilidad
[258]. Considerando el gran nimero de proteinas identificadas en este trabajo,
para llevar a cabo el resto de los estudios decidimos en primer lugar clasificarlas
de acuerdo a su localizacion segun la base de datos Uniprot y la herramienta
bioinfomdatica DAVID (del inglés, Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery). Una vez clasificadas por localizacién, uUnicamente nos
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centramos en aquellas proteinas extracelulares expresadas diferencialmente

entre los dias 2 y 14.

El uso del doble marcaje SILAC, en el que se marcan las dos condiciones que se
van a comparar nos permitié cuantificar las proteinas de forma precisa y robusta,
evitando los posibles errores de cuantificacion que se pueden producir debido al
uso del FBS durante el cultivo celular [257]. Entre las 221 proteinas extracelulares
identificadas, los niveles de expresion de 34 se mostraron significativamente
alterados entre los dos tiempos de condrogénesis analizados (Tabla 1). La mayor
parte de estas proteinas estdn aumentadas a dia 14 con respecto a dia 2 y fueron
asignadas a la categoria funcional de componentes estructurales de la matriz
extracelular, por lo que podrian utilizarse potencialmente como marcadores de la
formacién temprana de la ECM del tejido. Una de las proteinas estructurales
moduladas en el secretoma procedente de las MSCs en diferenciacidon
condrogénica fue el proteoglicano 4 (PRG4), también llamado lubricina o
proteoglicano de la zona superficial (SZP). Esta proteina es producida por los
condrocitos situados en la zona superficial del cartilago articular [259]. Interviene
en el metabolismo del cartilago, debido a que potencialmente promueve el
crecimiento, se trata de una proteina citoprotectora, y ademds actia como
lubricante [260]. En algunos estudios se describe que el PRG4 participa en la
fisiologia de la articulaciéon [261], y también que la pérdida de ésta proteina en el
cartilago podria relacionarse con la patologia de la artrosis [262]. Ademas, este
proteoglicano se ha descrito como un marcador esencial en los procedimientos de
ingenieria tisular para la reparacion del cartilago [263], al tratarse de una proteina
caracteristica de la capa superficial de este tejido. Por ultimo, se ha demostrado
que la expresiéon de PRG4 aumenta en los condrocitos articulares después del
tratamiento con factores de las familias TGF-§ y BMP [264]. Estudios previos
describen ademas que durante la condrogénesis de MSCs aisladas de grasa
infrapatelar inducida por TGF-B1 se estimula la expresion de PRG4 [265]. Este
ultimo resultado también se observa en nuestro trabajo, ya que durante la

condrogénesis de las MSCs obtenidas de pacientes con artrosis se sintetiza y
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acumula PRG4 en la ECM recién formada (Figura 4A). Este hecho es especialmente

relevante teniendo en cuenta el reciente efecto condroprotector que se ha
descrito para el PRG4, al observar que la expresion de esta proteina en el cartilago

protege contra el desarrollo de la artrosis en un modelo in vivo de ratén [266].

Otra de las proteinas cuya alteracion validamos en este estudio es el inhibidor
tisular de metaloproteasa-1 (TIMP1). Esta proteina también estd aumentada en el
secretoma de las MSCs recogido a dia 14 del proceso de condrogénesis, y
previamente se habia descrito como un marcador de artrosis [267]. En un estudio
reciente se describe que los condrocitos del céndilo medial de la rodilla
(normalmente mas afectado en la OA) secretan mas TIMP1 que los condrocitos
del céndilo lateral [254]. Este hecho sugiere que los condrocitos secretan altos
niveles de TIMP1 como un mecanismo de respuesta a la fase inicial de la OA.
Ademas, el desequilibrio entre la produccion de metaloproteasas
(particularmente de MMP-3 y MMP-13) y de sus inhibidores se ha relacionado con
la patogénesis de la artrosis y la artritis reumatoide [268]. Esta ultima hipdtesis se
apoya en el hecho de que la expresion de TIMP1 es baja en el cartilago artrosico.
En nuestro trabajo, demostramos que las MSCs de pacientes artrésicos en
condrogénesis sintetizan y secretan TIMP1 (Figura 4B). Sin embargo, seria
necesario comparar los niveles de expresion de TIMP1 obtenidos con los niveles
de expresion de esta proteina en las MSCs procedentes de donantes normales
para poder conocer si entre ambos tipos de células existen diferencias en la

sintesis y secrecion de esta proteina.

En nuestro estudio también se describe el aumento de otras proteinas en los
estadios iniciales de la condrogénesis, que pueden ser posibles marcadores de
diferenciacion. Entre ellas destaca la proteina acida del cartilago 1 (CRAC1/CEP-
68). Previamente a nuestro estudio se habia descrito que el gen de CRAC1
aumenta durante la condrogénesis de las MSCs, por lo que esta proteina se ha
sugerido como un marcador de diferenciacidn para las terapias celulares basadas

en MSCs encaminadas a la reparaciéon del cartilago [269]. Otra proteina
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estructural de interés es el proteoglicano versicano (CSPG2), cuya funcidn consiste

en regular la formacién de la matriz y el inicio de la condrogénesis a través de la
agregacion de las cadenas de condroitin sulfato [270]. Esta proteina se expresa
transitoriamente en los nddulos de condensacion condrogénicos durante la
morfogénesis del esqueleto, lo que facilita la condrogénesis y la morfogénesis de
la articulacion mediante la localizacién del TGFP en la matriz extracelular y la
regulacion de su ruta de sefializacion [271]. Otra proteina caracteristica de la ECM
del cartilago cuyos niveles estan aumentados en el secretoma procedente de las
micromasas recogidas a dia 14 es la MGP (del inglés, matrix Gla protein). Esta
proteina actia como un inhibidor de la formacion de hueso y la calcificaciéon del
cartilago [272]. Por ultimo, la proteina oligomérica del cartilago (COMP/TSP5)
también es otra de las proteinas que detectamos diferencialmente expresadas
entre los dias 2 y 14 del proceso condrogénico. La COMP es una proteina
extracelular perteneciente a la familia de las trombospondinas que interacciona
con un gran numero de proteinas de la ECM que incluyen la fibronectina, el
agrecano, las matrilinas y diferentes tipos de colagenos [67, 68]. A través de estas
interacciones, la COMP se encarga del ensamblaje de la ECM manteniendo la
integridad estructural del cartilago. Ademas, esta proteina interacciona con las
integrinas presentes en la superficie de los condrocitos permitiendo la interaccidn
y el anclaje de los mismos a la ECM del cartilago [273], y se ha asociado con varias
patologias. De hecho, se ha descrito que los niveles de COMP son diferentes en el
cartilago procedente de pacientes con artrosis y artritis reumatoide en
comparacion al cartilago normal [274]. Ademas, la COMP se ha detectado en
suero vy liquido sinovial de pacientes con dichas enfermedades por lo que es uno
de los biomarcadores de las enfermedades reumdticas mds estudiado en la
actualidad [275]. Por ultimo, parece que esta proteina esta involucrada en el
proceso de condrogénesis in vitro, ya que se ha descrito que interactia con
miembros de la familia TGF-f y BMPs [276], incrementando la sintesis de

proteoglicanos sulfatados durante el proceso de diferenciacion [277].
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Finalmente, Unicamente los niveles de expresidon de cuatro proteinas resultaron

significativamente disminuidos tras 14 dias de condrogénesis. Estas proteinas
podrian ser posibles candidatos de la indiferenciacion o autorrenovacion de las
MSCs, y ademas, ser utiles para resolver los mecanismos moleculares que
participan en el proceso de diferenciacién. De hecho, nuestro analisis funcional
apoya esta propuesta ya que dos de las proteinas disminuidas a dia 14 son
marcadores de indiferenciacion: la glicoproteina de membrana Thy-1
(THY1/CD90), que es un marcador de la superficie celular de células
mesenquimales progenitoras [278], y el proteoglicano condroitin sulfato 4
(CSPG4/MCSP) que se expresa en distintos tipos de melanomas y es un valioso

marcador de distintas células precursoras incompletamente diferenciadas [279].

En resumen, este trabajo demuestra la utilidad del analisis del secretoma
procedente de las MSCs para la caracterizacién de los mecanismos responsables
de la formacién de la ECM del cartilago, esclareciendo aquellas rutas o vias
moleculares involucradas en los estadios tempranos del desarrollo del cartilago.
Ademas, el panel de proteinas extracelulares descrito en este estudio,
principalmente el proteoglicano 4 y la TIMP1, podrian utilizarse en el seguimiento
de la formacién de la ECM en técnicas de terapia celular para la reparacion del
cartilago. Finalmente, los resultados de este trabajo demuestran que el doble
marcaje SILAC acoplado a LC-MS/MS es una tecnologia fiable y robusta para la
realizacién de estudios protedmicos cuantitativos en fracciones de proteinas

secretadas.
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Discusion articulo Il

Las técnicas de imagen mediante espectrometria de masas, o MS Imaging (MSI),
han experimentado un espectacular avance en los Ultimos afios y estan siendo
empleadas para estudiar la distribucidn espacial de las diferentes biomoléculas en
muestras de tejidos, con el objetivo de determinar los cambios bioquimicos
asociados a diversas enfermedades. Entre las técnicas de imagen basadas en MS,
la tecnologia de MALDI-MSI es la herramienta mds utilizada debido a la alta
sensibilidad y al amplio rango de masas que permite analizar. Asi, esta técnica
estd siendo aplicada en el campo de la biomedicina para la busqueda de
biomarcadores en diferentes tipos de cancer [280-282] y en enfermedades
reumaticas como la artrosis [283, 284]. Por su parte, TOF-SIMS es otra técnica de
imagen basada en MS que proporciona una mayor resolucion espacial en
comparacion con MALDI-MSI y que también se estd empleando actualmente en el
campo de la investigacion biomédica [285]. De hecho, recientemente se ha
publicado un estudio comparativo en el que se describe mediante TOF-SIMS la
diferente distribucidon espacial de los lipidos en muestras de cartilago sano vy

artrosico [210].

Las técnicas de MS Imaging se han empleado no sélo para caracterizar la
distribucién de proteinas, sino también de lipidos en tejidos como el tejido
adiposo [190], el hueso [286] y el cartilago [210]. Dado el potencial de esta
tecnologia para el estudio de la biologia basica de estos tejidos, las técnicas MSI se
estan aplicando cada vez mas en el estudio de la biologia de las células madre. Un
ejemplo de ello es un estudio reciente en el que se caracteriza, mediante la
técnica TOF-SIMS, la distribuciéon del elemento quimico estroncio durante la
diferenciacion osteogénica de las MSCs [287]. Sin embargo, a fecha de hoy no se
han realizado estudios basados en MSI en los que se analicen las modulaciones
que experimentan los lipidos durante la diferenciacion de las MSCs hacia
condrocitos, a pesar de que hay trabajos que apoyan el papel clave de los lipidos

en la regulacién de la condrogénesis [288, 289] y en la correcta formacion del
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cartilago [290]. Por lo tanto, el estudio de la distribucion y modulacion de los

lipidos durante la condrogénesis podria ser muy util para describir nuevos
mecanismos moleculares que participen en este proceso de diferenciacién. Con
este objetivo, en este trabajo decidimos combinar dos de las técnicas MSI mas
empleadas, MALDI-MSI y TOF-SIMS, para caracterizar las modulaciones lipidicas

que se producen en las MSCs durante su diferenciacién hacia condrocitos.

El andlisis mediante MALDI-MSI de las micromasas recogidas a los dias 2 y 14 del
proceso condrogénico nos permitié identificar un total de 20 lipidos diferentes,
pertenecientes principalmente a los grupos de fosfolipidos y esfingolipidos. Entre
los lipidos identificados, encontramos que los niveles de fosfatidilcolinas (PCs) y
esfingomielinas (SMs) disminuyen durante la condrogénesis. Ambos lipidos son
componentes estructurales de la membrana celular. Ademas, los productos
resultantes del metabolismo de las SMs, tales como la ceramida, la esfingosina, la
esfingosina-1-fosfato (S1P) o los diacilgliceroles (DAGs) actiian como moléculas de
sefializacion, participando en procesos celulares como el crecimiento, la
diferenciacion o la muerte celular programada [153]. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que las MSCs movilizan lipidos como las SMs para producir
aquellos metabolitos secundarios necesarios para su diferenciacion hacia
condrocitos. De hecho, hemos detectado que los niveles de expresion del enzima
SPHK1 (que cataliza la conversién de esfingosina a esfingosina-1-fosfato, o S1P)
significativamente aumentados a los 14 dias de la diferenciacién en comparacién
con el dia 2 (Figura 4), lo que explicaria la escasa identificacion de SMs intactas a
los 14 dias. Ademas, el andlisis empleando TOF-SIMS nos ha permitido validar el
perfil lipidico descrito por MALDI-MSI, mediante la identificacién de varias PCs
(m/z 782.6, m/z 824.5, y m/z 826.6) y fragmentos de SMs (m/z 542.5 y m/z 666.5)
caracteristicos de las micromasas recogidas a dia 2. En este Ultimo analisis
también pudimos detectar varias ceramidas (m/z 576.7 and m/z 604.8) a los 14
dias de la diferenciaciéon condrogénica. El efecto de esta clase de lipidos en la
diferenciacidn adipogénica [291] y condrogénica de las MSCs [290] se ha descrito

recientemente. Ademas, la deteccion de ceramidas se correlaciona con la caida de
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los niveles de SM a los 14 dias de diferenciacidn, por lo que la pérdida de SM

durante el proceso de diferenciacidon podria utilizarse como un nuevo marcador
de condrogénesis.

Por otro lado, ambos andlisis nos han permitido identificar moléculas de
fosfocolina (necesarias para la sintesis de PCs) de manera preferente en las
micromasas recogidas a dia 2. La fosfocolina constituye el almacén de la colina in
vivo y esta relacionada con el tamafio de la membrana celular [292]. El hecho de
identificar la fosfocolina mayoritariamente al inicio del proceso de diferenciacion
sugiere que las MSCs diferenciadas son de menor tamafio que las no
diferenciadas, ya que durante la condrogénesis, las MSCs dejan de crecer y
empiezan a diferenciarse. Por lo tanto, el descenso en los niveles de fosfocolina
durante la condrogénesis podria inducir la sintesis de otros fosfolipidos derivados
del inositol o la etanolamina, que también fueron identificados mediante MALDI-
MSI a los 14 dias de la diferenciacion. Ademads, los experimentos TOF-SIMS
mostraron diferencias en la distribucion espacial de la fosfocolina y de iones
relacionados con la misma. En las imagenes de alta resolucién espacial obtenidas
con TOF-SIMS (Figura 3), se observa que la fosfocolina se localiza especificamente
en las células situadas en la periferia de las micromasas recogidas a dia 14,
mientras que en las muestras recogidas a dia 2 la fosfocolina se distribuye de
forma homogénea por toda la micromasa. Esta diferencia en la distribucién de la
fosfocolina sugiere la presencia de una heterogeneidad intramuestral entre las
micromasas obtenidas a los 2 y 14 dias del proceso de diferenciacion. Ademas,
también se observaron diferencias en la localizacion de algunas otras masas
incrementadas a dia 14, como m/z 551.6 (DAG) y m/z 578.7 (pico no identificado).
Ambos picos fueron detectados mediante TOF-SIMS en el centro de las
micromasas recogidas a dia 14. Por lo tanto, nuestros resultados apuntan a que en
el ndcleo de las micromasas, donde la disponibilidad de oxigeno es menor, las
células alcanzan un estadio de diferenciacion mas avanzado que las células
situadas en la periferia. Y este hecho concuerda a su vez con los resultados de las

inmunohistoquimicas que se han realizado a lo largo de esta tesis para el colageno
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tipo |. Previamente se ha mencionado que el coldgeno tipo | es un marcador de

indiferenciacion de MSCs, y que éste se expresa en el estadio mds temprano de la
condrogénesis. En nuestro caso, en la mayor parte de las inmunohistoquimicas
realizadas para el colageno tipo | observamos que este tipo de colageno es mas
abundante en las MSCs situadas en la periferia de las micromasas. En conjunto,
estos datos demuestran la capacidad de la tecnologia TOF-SIMS para discriminar
con una alta resolucién espacial entre los estadios iniciales y los mas avanzados
del proceso de condrogénesis.

Finalmente, para evaluar la reproducibilidad de los resultados, las muestras
analizadas por TOF-SIMS se agruparon en funcion del donante mediante andlisis
de funciones discriminante (DF). Los resultados de este andlisis muestran que la
DF3 separa los perfiles lipidicos correspondientes a los dos tiempos analizados, y
es capaz de discriminar entre los diferentes donantes. Por lo tanto, evaluando
cada una de las diferentes funciones discriminantes podriamos obtener
informacién sobre el estadio de diferenciacién y el perfil de lipidos, asi como
relacionar estos datos con sus respectivos donantes. De esta forma, esta
metodologia de andlisis podria utilizarse para seleccionar los mejores donantes de
MSCs para la aplicacién de estas células en futuras terapias celulares encaminadas
a la reparacion del cartilago.

En resumen, este estudio representa la primera aproximacion basada en MSI para
la identificacion de los lipidos involucrados en las primeras estapas de
diferenciacidon de las MSCs hacia condrocitos. Entre los lipidos identificados, la
esfingomielina y varias fosfatidilcolinas disminuyen durante el proceso de
diferenciacién. Estos y otros lipidos identificados en este trabajo podrian
considerarse marcadores potenciales de la condrogénesis y ser utilizados en la
monitorizaciéon de las estrategias encaminadas a la reparacién del cartilago

articular.
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Consideraciones finales

Las lesiones o defectos del cartilago articular siguen siendo un reto para la
medicina moderna debido a la escasa capacidad de regeneracion espontanea de
este tejido. Estas lesiones son altamente incapacitantes y predisponen para la
aparicion de enfermedades como la artrosis (OA). Existen numerosos
procedimientos quirurgicos para el tratamiento de las lesiones focales del
cartilago articular basados en el uso de condrocitos autélogos. Sin embargo, los
resultados clinicos no han sido del todo satisfactorios, y ademas no previenen la
aparicion de la OA. Las limitaciones atribuidas a este tipo de técnicas han
motivado la busqueda de procedimientos alternativos, como las técnicas de
terapia celular basadas en el uso de células madre mesenquimales (MSCs). Las
MSCs poseen un gran potencial terapéutico para la reparacion de los defectos del
cartilago debido principalmente a dos propiedades: la capacidad de secretar
multiples moléculas con propiedades inmunomoduladoras y la capacidad de
diferenciarse a condrocitos, en un proceso conocido como condrogénesis [78]. La
condrogénesis es el proceso por el cual se forma el cartilago, y constituye un
factor limitante a la hora de utilizar las MSCs en ingenieria de tejidos, debido a la
escasa disponibilidad de informacion sobre los mecanismos moleculares que

regulan este proceso.

El trabajo de esta tesis consistid principalmente en estudiar el proceso de
diferenciacion condrogénica de las MSCs mediante técnicas protedmicas, con el
objetivo principal de obtener paneles de biomoléculas que pudieran utilizarse
como nuevos marcadores condrogénicos para su posible aplicacién en las terapias

de reparacion basadas en MSCs.

En el primer trabajo, se estandarizé el marcaje de tipo SILAC en las MSCs aisladas
de médula 6sea para la cuantificacién relativa de los cambios de expresidon
proteica que ocurren durante la diferenciacion condrogénica de las MSCs.
Previamente al andlisis protedémico, se comprobd la efectividad de nuestro

modelo de condrogénesis in vitro, basado en la formacién de agregados celulares
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o micromasas, mediante la expresion de moléculas caracteristicas de la ECM del

cartilago como diferentes proteoglicanos, el coldgeno tipo Il y el factor de
transcripcién Sox9. La efectividad de este modelo in vitro permitié su utilizacion
en los siguientes estudios protedmicos de las MSCs. La aplicacién del marcaje
SILAC, en combinacidn con un analisis mediante nanoLC-MS/MS, permitié definir
y posteriormente validar un panel de 6 posibles marcadores proteicos de
diferenciacion condrogénica (FINC, GELS, ATPA, VIME, SODM vy PPIA). Ademas,
estos resultados proporcionaron mucha informacién sobre los mecanismos

moleculares que tienen lugar en las MSCs a lo largo del proceso condrogénico.

Sin embargo, esta estrategia proteémica no favorecid la identificacion de
proteinas tipicas de matriz extracelular, que serian potencialmente muy
interesantes a la hora de evaluar las caracteristicas del nuevo tejido en incipiente
formacién. Por esta razdn, se realizé un segundo estudio en el que utilizamos el
doble marcaje SILAC para analizar el conjunto de las proteinas secretadas por las
MSCs durante los primeros estadios de la condrogénesis. Esta version del marcaje
SILAC consiste en eliminar la condicién ligera y marcar con aminoacidos pesados
las dos condiciones a comparar. De esta manera, conseguimos una cuantificacion
mas precisa de las proteinas, evitando cuantificar péptidos “contaminantes” que
proceden del FBS. La utilidad de esta técnica se demostrd con la cuantificacion de
casi 800 proteinas, de las cuales 34 proteinas con una localizacion extracelular
conocida presentaron cambios de abundancia significativos entre los dos tiempos
de condrogénesis analizados. La mayor parte de estas proteinas estaban
incrementadas a dia 14, y por tanto proporcionan informacion sobre la formacién
de la ECM durante las primeras etapas del proceso de diferenciacién. En este
trabajo se validdé mediante otras técnicas el aumento de la expresion del
proteglicano 4 (PRG4) y del inhibidor tisular de metaloproteasa 1 (TIMP-1) a dia 14
de la condrogénesis. Estudios recientes muestran que estas dos proteinas
extracelulares se pueden identificar en el liquido sinovial de pacientes con OA, lo
que sugiere su utilidad como biomarcadores de los mecanismos que tienen lugar

en la articulacion.
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Por ultimo, y con el fin de obtener informacién adicional (en este caso no sélo

cuantitativa, sino también espacial) sobre las modulaciones moleculares que
tienen lugar durante la condrogénesis, se caracterizaron los lipidos involucrados
en este proceso de diferenciacién de las MSC utilizando dos técnicas de MSI. En
este Ultimo trabajo se analizaron mediante MALDI-MSI y TOF-SIMS diferentes
secciones de micromasas recogidas a los dias 2 y 14 de la condrogénesis. El
analisis MALDI-MSI permitié identificar un total de 20 lipidos diferentes que se
clasificaron principalmente en dos grupos, fosfolipidos y esfingolipidos. Entre los
lipidos identificados se observd que los niveles de varias esfingomielinas
disminuyen durante la diferenciacion condrogénica. Este hallazgo se confirmé
evaluando el aumento de expresién del enzima SPHK1 a los 14 dias de la
diferenciacién. Finalmente, los resultados obtenidos por TOF-SIMS validaron el
perfil lipidico descrito previamente por MALDI-MSI, y ademas revelaron
diferencias en la distribucion espacial de la fosfocolina entre los dos dias de

condrogénesis evaluados.

Todo el trabajo realizado en esta tesis ha servido, por tanto, para identificar una
serie de proteinas y lipidos cuya abundancia o localizacién se modula en las
primeras etapas del proceso condrogénico de MSCs procedentes de médula dsea.
La informacidon obtenida resulta muy valiosa para el disefio de métodos que
posibiliten la monitorizacién molecular de esta diferenciacion, y que por tanto
permitan avanzar en el desarrollo de estrategias eficientes encaminadas a la

reparacion del cartilago articular.
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Basandonos en los capitulos presentados y discutidos a lo largo de esta tesis

podemos establecer una serie de conclusiones que a continuacion pasamos a

enumerar:

1. La estandarizacién y optimizaciéon del marcaje metabdlico SILAC en las células
madre mesenquimales procedentes de pacientes con artrosis y controles sanos,
permite la cuantificacion relativa de las proteinas intracelulares y extracelulares

entre los dos tiempos de condrogénesis analizados (2-14 dias).

2. La aplicacién de la combinacién del marcaje SILAC seguido del analisis LC-
MS/MS para el andlisis del proteoma de células madre en diferenciacion
condrogénica proporciona un panel de 64 proteinas moduladas entre los dos

tiempos de condrogénesis evaluados.

3. Identificamos alteraciones en la expresién de proteinas intracelulares
relacionadas con el metabolismo, la reorganizacion del citoesqueleto y la
respuesta a estrés. En particular, demostramos el incremento de 5 proteinas
(GELS, ATPA, VIME, SODM, PPIA) a los 14 dias de diferenciacién condrogénica.
Estas proteinas alteradas pueden considerarse potenciales biomarcadores de la

condrogénesis.

4. La estrategia descrita en el punto 2, aplicada al estudio del secretoma de las
células madre mesenquimales en condrogénesis, permite identificar 34 proteinas

diferencialmente secretadas al comparar los dos tiempos de diferenciacion.

5. ldentificamos modulaciones en la secrecién de proteinas extracelulares
principalmente relacionadas con la matriz extracelular del cartilago. En particular,
validamos el incremento del proteoglicano 4 y del inhibidor de proteasas TIMP-1

como posibles biomarcadores de la condrogénesis.

6. La aplicacidon de la técnica MALDI-MSI para la caracterizacidon de los lipidos

implicados en las fases iniciales del proceso condrogénico de las células madre
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mesenquimales, permite identificar 20 especies lipidicas, principalmente

fosfolipidos y esfingolipidos.

7. Los lipidos relacionados con la fosfocolina, como la fosfatidilcolina, pueden
utilizarse como biomarcadores de indiferenciacion mientras que la pérdida de
esfingomielina puede considerarse como un potencial biomarcador de la

condrogénesis.

8. La diferente distribucidn espacial observada para la fosfocolina e iones
relacionados, demuestra que la técnica TOF-SIMS es una herramienta util para
discriminar dareas de células con distinta capacidad condrogénica en las

micromasas.

152



CONCLUSIONS






CONCLUSIONS

According to the chapters presented and discussed throughout this thesis, we can

establish the following conclusions:

1. The standardization and optimization of the SILAC labeling procedure in the
mesenchymal stem cells obtained from OA patients and control donors, enable
the relative cuantification of the intracellular and extracellular proteins between

the two time points of chondrogenesis (2-14 days).

2. The application of SILAC labeling coupled with LC-MS/MS analysis for the
proteomic analysis of mesenchymal stem cells undergoing chondrogenesis
provides a panel of 64 altered proteins between the two time points of

chondrogenesis.

3. We identify alterations in the expression of intracellular proteins related to
metabolism, cytoskeletal reorganization and stress response. Specifically, we
demonstrate the increase of 5 proteins (GELS, ATPA, VIME, SODM, PPIA) at 14
days of chondrogenesis. These differentially expressed proteins can be considered

potential biomarkers of chondrogenesis.

4. The strategy explained in section 2, applied to study the secretome of
mesenchymal stem cells undergoing chondrogenesis, allows the identification of
34 proteins that were differentially secreted when we compared the two time

points of differentiation.

5. We identify modulations in the secretion of extracellular proteins mainly
related with the extracellular matrix of cartilage. Specifically, we validate the
increase of proteglycan 4 and the metalloproteinase inhibitor 1 (TIMP1) as

potential biomarkers of chondrogenesis.

6. The application of the MALDI-MSI technique to characterize the lipids involved
in the early stages of chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells,
enables the identification of 20 lipid species, mainly phospholipids and

sphingolipids.
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7. Lipids related to phosphocholine, such as phosphatidylcholine, can be used as

undifferentiation biomarkers, while the loss of sphingomyelins can be considered

as a potential biomarker of chondrogenesis.

8. The different spatial distribution observed for phosphocholine and related ions
demonstrate that TOF-SIMS technique is a useful tool to discriminate cellular

areas with different chondrogenic capacity in the micromasses.
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Anexo |: Material suplementario del articulo |

Figura Suplementaria 1. Tasa de crecimiento de las MSCs determinada

mediante el ensayo de proliferacion basado en MTS. El grifico muestra la
comparacion de cuatro condiciones distintas: MSCs en un medio de expansidn
suplementado con las versiones ligeras de la arginina y la lisina (puntos azules),
MSCs en un medio de expasién con las versiones pesadas de ambos aminoacidos
(cuadros verdes), MSCs en DMEM para SILAC con las versiones ligeras de los
aminodcidos (tridangulos amarillos) y MSCs en DMEM para SILAC con los

aminacidos pesados de arginina y lisina (cruces rosas).
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Figura Suplementaria 2. Espectro de masas representativo de un péptido que

contiene prolina. El grafico muestra el espectro de masas del péptido
ISLPLPNFSSLNLR (m/z=1580.81) de la proteina vimentina. No se observan picos
con una diferencia de masa de + 6 Da o multiples de 6 (derivados de los péptidos
que contienen una o mas prolinas marcadas) lo que demuestra la ausencia de

conversién de arginina a prolina en nuestras condiciones de cultivo.
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Tabla Suplementaria 1. Lista de las 622 proteinas identificadas en este trabajo.

Incluida en el DVD adjunto a esta Tesis.

Tabla Suplementaria 2. Lista de péptidos Unicos utilizados por el programa

ProteinPilot para la cuantificacion de las proteinas moduladas. Incluida en el

DVD adjunto a esta Tesis.
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Anexo lI: Material suplementario del articulo Il

Figura Suplementaria 1. Evaluacion de la eficacia del marcaje SILAC en las

BMSCs. Dos poblaciones de MSCs fueron expandidas durante 6 pases con

diferentes variantes isotdpicas de los aminoacidos lisina y arginina (Lys4/Arg6 o

Lys8/Arg10), lisadas en tampdn urea, digeridas en solucion y analizadas mediante

nanoLC-MS. A, eficacia de incorporacién de la lisina (azul: péptidos que contienen

Lys4, naranja: péptidos que contienen Lys8). B, eficacia de incorporacién de la

arginina (violeta: péptidos que contienen Arg6, verde: péptidos que contienen

Arg10).
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Figura Suplementaria 2. Gel monodimensional SDS-PAGE empleado en este

trabajo para la separacion de las proteinas. El gel de acrilamida al 8 % fue tefiido
con azul de Coomassie coloidal. Cada carril contiene 8 pg de la mezcla de
proteinas marcadas (H+M). Una vez separadas, los carriles se cortaron en 8
bandas y cada una se analizé6 mediante nanoLC-ESI-MS/MS. Exp. MW, rango de
peso molecular experimental de las proteinas contenidas en cada banda del gel;

H, pesado; M, medio.
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Tabla Suplementaria 1. Lista de las 1043 proteinas identificadas en este trabajo.

Incluida en el DVD adjunto a esta Tesis.

Tabla Suplementaria 2. Analisis de enriquecimiento funcional (Gene Ontology)

de las proteinas identificadas en este trabajo. Incluido en el DVD adjunto a esta

Tesis.

Tabla Suplementaria 3. Lista de proteinas con localizacion extracelular

previamente descrita identificadas en el secretoma procedente de las MSCs

sometidas a condrogénesis. Incluida en el DVD adjunto a esta Tesis.
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Anexo lll: Material suplementario del articulo Il

Figura Suplementaria 1. Flujo de trabajo experimental utilizado para la

caracterizacion de los lipidos en las micromasas mediante MALDI-MSI y TOF-
SIMS. Las micromasas recogidas a los dias 2 y 14 del proceso condrogénico se
embebieron en gelatina y se obtuvieron secciones de 10 um para MSI. Para los
experimentos MALDI-MSI en los modos idn positivo y negativo, las muestras se
cubrieron con matriz utilizando el ImagePrep y se analizaron para obtener los
perfiles lipidicos. Los experimentos de TOF-SIMS se realizaron sobre secciones
cubiertas con oro para obtener imagenes de las muestras a una alta resolucién
espacial. El analisis de los datos se realizé mediante métodos estadisticos como el
anadlisis de componentes principales (PCA) y el analisis discriminante (DA). Las
imagenes de los lipidos se generaron con el software Biomap 3.7.5.5. Los lipidos
se identificaron mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS) realizada

directamente sobre los cortes de micromasas.

navisls

expansion

- - Il — s B — 2
—F

Chondrogenic
differentiation

Sampie i = i
coating .

185



Figura Suplementaria 2. El analisis discriminante (DA) confirma Ila

reproducibilidad del perfil lipidico entre las MSCs obtenidas de la médula dsea
de tres donantes después de los experimentos de MALDI-MSI realizados en el
modo idn positivo. (A) Histograma de distribucion de las puntuaciones de la
primera funciéon discriminante (DF1). (B) Espectro de las puntuaciones de la DF1.
La parte negativa del espectro se corresponde con las micromasas recogidas a dia
2 de la condrogénesis y muestra un alto contenido de fosfatidilcolinas (PCs) y

esfingomielinas (SMs) comparado con las muestras procedentes del dia 14.
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Figura Suplementaria 3. Distribucion e intensidades de los iones positivos en las

secciones de micromasas asignados a lipidos después de los experimentos de
MALDI-MSI y las identificaciones realizadas mediante MS/MS. La escala muestra

las intensidades normalizadas. Tamafio de la escala: 900 pm: ==
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Figura Suplementaria 4. Espectros de fragmentacidn representativos de algunos

fosfolipidos y esfingolipidos detectados en las micromasas en los analisis MSI en
modo positivo y negativo. (A) Espectro de MS/MS y estructura de la
esfingomielina (SM) (d18:1/16:0). El ién m/z 86 es un fragmento especifico del
grupo principal de la colina. La pérdida neutral del grupo principal de la
fosfocolina a partir del precursor sodiado de la SM conduce a la formaciéon de un
fragmento [M+H-183]" a una m/z de 542.5, mientras que la pérdida de la
trimetilamina a partir del grupo principal de la fosfocolina generé el fragmento
[M+H-59]" a una m/z de 666.5. (B) Espectro de MS/MS y estructura de la
fosfatidilcolina (PC) (16:0/18:1-N(CH;)s. Los fragmentos m/z 483.2 y m/z 456.2 se
corresponden con la pérdida de la cadena de acidos grasos C16:0 y C18:1 a partir
del precursor potasiado de la PC. (C) Espectro de MS/MS y estructura del
fosfatidilglicerol (PG) (18:1/22:6). (D) Espectro de MS/MS del fosfatidilinositol (P1)
(18:0/20:4). Las masas m/z 241 (inositolfosfato-H,0) y m/z 223 (inositolfosfato-
2H,0) confiman la presencia del grupo inositol. La asignacion de las cadenas de los
acidos grasos se confirmd por la presencia de los picos m/z 581 y m/z 601,
caracteristicos de la pérdida del acido araquiddnico y estedrico, respectivamente.
El fragmento m/z 419 estd relacionado con la pérdida del grupo inositol (162 Da)

mas la cadena del acido graso C18:0.
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Anexo IV: Articulo IV, en el que desarrollamos por primera vez la

metodologia SILAC en nuestro laboratorio y que constituyé el punto de

partida de esta Tesis Doctoral.
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ABSTRACT: Chondrocytes are widely used as an in vitro
model of cartilage diseases such as osteoarthritis (OA). As the
unique residents of mature cartilage, they are responsible of the
synthesis and release of proteins essential for a proper tissue
turnover. In this work, the stable isotope labeling with amino
acids in cell culture (SILAC) technique has been standardized
in primary human articular chondrocytes (HACs) for quanti-
tative proteomic analyses. Then, it has been employed to study
those protein modifications caused by the proinflammatory
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cytokine Interleukin-1beta (IL-1/3), a well-known OA mediator, in these cells. Quantitative analysis of the IL-1/3-treated HACs
proteome revealed a global increase in cellular chaperones concurrent with a down-regulation of the actin cytoskeleton. HACs
secretome analysis led to the identification and quantification of 115 proteins and unveiled the effects of the cytokine on the cartilage
extracellular matrix metabolism. Among those modulated proteins, three protein clusters were found to be remarkably increased by
IL-1p3: proinflammatory mediators and proteases, type VI collagen and proteins known to bind this molecule, and proteins related
with the TGF-beta pathway. On the other hand, secretion of aggrecan, two vitamin K-dependent proteins, and thrombospondin,
among others, was strongly reduced. Altogether, these data demonstrate the usefulness of metabolic labeling for quantitative
proteomics studies in HACs, show the complementarity of intracellular proteome and secretome analyses, and provide a
comprehensive study of the IL-1/3-mediated effects on these cells. Proteins identified in the secretome approach have a potential

use as biomarkers or therapeutic targets for OA.

KEYWORDS: chondrocyte, proteomics, Interleukin-1-beta, secretome, SILAC

M INTRODUCTION

The formation and organization of the cartilage extracellular
matrix (ECM) network depend on interactions of a number of
molecules, mainly proteins, secreted by the resident cells
(chondrocytes and synoviocytes) or carried by the bloodstream
to the synovial joint. ECM is not only the scaffold for the
anchorage of cartilage cells, the chondrocytes, but also confers
articular cartilage some of its unique characteristics like load-
bearing capability and compressive resistance. ECM is primarily
composed of collagens and proteoglycans. It is invariably asso-
ciated with other components, especially growth factors, cyto-
kines, proteases, and protease inhibitors. Together they comprise
the cartilage extracellular environment and are pivotal for various
disease processes, such as osteoarthritis (OA). Cartilage degen-
eration and ECM breakdown are primary features of OA.'
Although OA is a disease of the entire joint, chondrocytes are
thought to play a primary role in mediating cartilage destruction.”
These cells are essential in the control of matrix turnover through
the production of structural proteins (like type II collagen and
aggrecan) and enzymes (like metalloproteinases and aggrecanases),
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which are strictly necessary for the metabolism of the cartilage
tissue. Therefore, human articular chondrocytes (HACs) pri-
mary culture is the technique most often used by researchers
working on the pathogenesis of cartilage disorders, including OA.

Although proteomics has been previously applied to joint
tissues (cartilage, synovial membrane, chond.mcytes),3'4 only a few
studies have specifically targeted the extracellular environment.®
Moreover, most proteomics studies use whole cellular lysates,
which are rich in cellular proteins that inevitably mask the
identification of the less abundant proteins of the ECM. Thus,
the composition of the cartilage ECM and its associated proteins
remains poorly defined.

In this work, we used HACs to develop a method for the
quantitative study of proteins by stable isotope labeling with
amino acids in cell culture (SILAC). The objective in SILAC
experiments is to distinguish two proteomes by the molecular
weight of the light or heavy amino acids that are used during the
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growth of the two cell populations.6 To ensure that cells incor-
porate the labeled amino acids into their proteome, essential
amino acids are chosen.” Incorporation of the heavy amino acid
into a peptide led to a known mass shift (easily detectable by
mass spectrometry) compared with the peptide that contains the
light version of the amino acid, but to no other chemical changes.
Anyway, experiments to assess cell viability and phenotype are
recommended in standardization steps.

Cell secretome (cell-conditioned medium) is composed of
proteins that are found in the extracellular growth medium. It
consists of proteins that are secreted, proteins shed from the cell
surface, and intracellular proteins released into the supernatant in
exosomes or due to cell lysis, apoptosis, and necrosis.® Although
HACs supernatants lack the complexity of the intact cartilage
ECM, chondrocyte secretome may represent an attractive sub-
proteome for understanding those mechanisms responsible of
matrix remodelling, elucidating those pathophysiological path-
ways underlying cartilage degeneration during the OA process
and also for the discovery of candidate OA biomarkers. In the
present study, we had two specific aims: first, to standardize the
SILAC technique in primary HACs, by preserving chondrocyte
phenotype in the specific culture conditions required for SILAC
while achieving complete labeling even for secreted proteins with no
significant turnover. This step is essential for accurate quantification.
Once the strategy was optimized, we carried out the first quantitative
study by SILAC technique of the intracellular proteome and
secretome of primary HACs, using an in vitro model of inflammation
by stimulation with IL-18° This approach would generate a
quantitative profile of chondrocyte extracellular and intracellular
protein changes driven by the inflammatory response. We had
previously described the effect of both IL-15 and TNF-at on the
intracellular chondrocyte proteome using a strategy based on two-
dimensional gel electrophoresis and image analysis."® With the
present work, we would expand the number of known intracellular
proteins modulated by IL-1/3 while testing the effectiveness of a
novel technique, and we would also complete this information with
the subset of chondrocyte extracellular proteins, which are essential
for cartilage ECM synthesis and turnover processes.

B MATERIALS AND METHODS

Cartilage Procurement

Osteoarthritic cartilage from patients undergoing total joint
replacement was provided by the Rheumatology Service at
Complejo Hospitalario Universitario A Coruna. Informed con-
sent was obtained from the patients before surgery. Patients of
both genders older than 40 years were included in the study
according to American College of Rheumatology (ACR) criteria
for OA classification. Age and gender of donors were 57—80
years old and 3 females and 2 males. The study was approved by
the local Ethics Committee (Galicia, Spain).

Cell Culture

Human articular chondrocytes (HACs) were isolated as
described previously.'"'* Briefly, cartilage surfaces were rinsed
with saline buffer; scalpels were used to cut parallel vertical
sections S mm apart from the cartilage surface to the subchondral
bone. These cartilage strips were dissected from the bone, and
the tissue was incubated with trypsin at 37 °C for 10 min and then
digested with type IV clostridial collagenase. The release of
chondrocytes from cartilage was achieved after 16 h of digestion
in an incubator at 37 °C, 5% CO,.

190

Chondrocyte Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell
Culture (SILAC)

The isolated chondrocytes were recovered and plated at low
density in SILAC DMEM-Flex (Invitrogen) lacking Arginine (R)
and Lysine (K), and supplemented with 10% dialyzed Fetal Bovine
Serum (dFBS) (Gibco, Invitrogen), 4.5 g/L glucose (Sigma),
2 mM L-Glutamine (Sigma), 100 units/ml penicillin and 100 zg/mL
streptomycin. In the case of light media, standard r-lysine and
L-arginine were used, while in the heavy media isotoge—labe[ed
L-lysine (Cg), and isotope-labeled L-arginine (P°CqN,) were
used. Titration assays were performed to minimize the proble-
matic conversion of heavy Arg to Pro in chondrocyte cell culture.
We tested five different R concentrations: 84 mg/L (standard
DMEM concentration), 42 mg/L, 28 mg/L, 21 mg/L, and 0 mg/
L. Finally, amino acids concentration was 146 mg/L for K and
28 mg/L for R. For the initial cell expansion, 5 X 10" chondrocytes
from each donor were seeded in two T-25 cell culture flasks (one
grown in light medium and one in heavy medium). We pursued
to minimize the number of cell passages that enable a complete
incorporation of the labeled amino acids. At confluence, cells
were recovered from each culture flask by trypsinization and
seeded onto two 6-multiwell plates (15 x 10* for well) for further
analysis (cell type verification, labeling efficiency evaluation, cell stim-
ulation). Cell proliferation and cell viability were tested by cell
count and Trypan Blue dye exclusion.

Evaluation of Labeling Efficiency

‘When 80% of confluence was reached onto 6-well plates (P, ),
the FBS-containing medium was removed and adherent cells
were washed 4x in serum-free medium and incubated for
another 24 h in FBS-free, phenol red free medium for labeling
efficiency evaluation. Different aliquots of chondrocytes grown in
heavy medium were harvested at the same growth time. Cells
were centrifugated 5 min at 1200 rpm and cellular pellets were
washed 2x in phosphate buffer solution. Cells were lysed by
adding a mix of 6 M urea, 2 M thiourea and 25 mM ammonium
bicarbonate. Cellular debris was eliminated by centrifugation
(10 min at 13 000 rpm) and protein concentration was estimated
using a standard assay (Bradford). We used about 4 ug of protein
for the in-solution digestion. Peptide mixture obtained by tryptic
digestion was analyzed by nanoscale LC—MS to determine the
degree of incorporation by looking for the presence of light
peptides. The parameters for successful labeling were recorded
and applied to subsequent SILAC experiments.

Cell Type Verification (RNA Purification, cDNA Synthesis,
and Real-Time Quantitative-PCR)

Real-time PCR analyses were carried out to verify the expres-
sion of type II collagen, a cartilage specific differentiation marker,
under the conditions of study. Total RNA was purified using
Trizol (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions.
One microgram of total RNA was reversed transcribed using
the Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche
Applied Science) according to protocol given by supplier.
Quantitative PCR analysis was performed using the SYBR Green
Master Mix (Roche) and run on the LightCycler 480 instrument
using 96-well plates. Primers for COL2A1 and the housekeeping
genes, HPRT1 and RPLPO, were designed using the Universal
Probe Library tool from the Roche Web site. Primer sequences
were as follows: COL2A1 forward, S'-gtgtcagggccaggatgt-3';
COL2A1 reverse, 5’-tcccagtgtcacagacacagat-S’ ; HPRT1 forward,
5’-tgaccttgatttattttgcatacc-3’ ; HPRTI reverse, 5’-cgagcaagacgtt-
cagtcct-3'; RPLPO forward, S'-tctacaaccctgaagtgcttgat-3'; and
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PRPLO reverse S'-caatctgcagacagacactgg-3'. The specificity and
quality of primers were evaluated including a dissociation curve
analysis at the end of each PCR run. The results were analyzed
using the LightCycler 480 software release 1.5.0 (Roche).

Differential Treatment of SILAC Cell Populations
Chondrocytes were used at week 3 in primary culture (P1)
when 100% of labeling was reached. Cells were washed thor-
oughly to remove abundant serum proteins and incubated in
serum-free medium with IL-15 (Sigma) at S ng/mL for 48 h.

One-Dimensional Gel Electrophoresis and In-Gel Digestion
of Proteins

About 50 ug of the whole intracellular protein extract from each
condition were mixed 1:1 prior to be separated on a 10% SDS-
PAGE gel. Gels were stained with Coomassie blue and the resulting
lanes were cut into 16 slices and subjected to in-gel digestion
according to previous protocol with minor modifications. In-gel
reduction was done for 45 min at 56 °C using 10 mM DTT in
25 mM ammonium bicarbonate followed by in-gel alkylation using
55 mM iodoacetamide in 25 mM ammonium bicarbonate for 30
min in the dark. Digestion was performed overnight with 12.5 ng/L
Sequencing grade Modified Trypsin (Promega) at 37 °C. Extracted
peptide mixtures were desalted and concentrated via NuTips
essentially as above-described. Samples from each analyzed biolo-
gical condition were run in biological and technical replicates.

Collection and Preparation of Conditioned Media for Anal-
ysis by LC—MS

Conditioned media (CM) obtained from 3 different donors
were analyzed independently. In addition, measurements were
performed in duplicate to assess the technical reproducibility of
the LC—MS setup.

CM were collected, centrifuged and filtered using a 0.2 um
filter to ensure removal of any dead cells. Proteins in the
individual medium were precipitated with 0.02% sodium de-
oxycholate for 10 min and then with 10% (v/v) trichloroacetic acid
(TCA) o/n at 4 °C. Precipitates were harvested by centrifugation
at 13000 rpm for 15 min at 4 °C and then washed twice with ice-
cold acetone. The protein pellets were dried in air and then
resuspended in 6 M urea, 2 M thiourea and 25 mM ammonium
bicarbonate. The protein content of the concentrated media was
measured using the Bradford reagent from Sigma. Then heavy
and light samples were mixed 1:1, and 4 ug of each mixed sample
were in-solution reduced, alkylated and digested with trypsin.
The mixtures were acidified with TFA (1% final concentration)
to stop the enzymatic reaction. The resulted peptides were
desalted and filtered through a C18 microcolumn (NuTip,
Glygen) and finally eluted from the C18 bed using 70% ACN/
0.1% TFA. The organic component was removed by evaporating
in a vacuum centrifuge and the peptides were resuspended in 2%
ACN/0.1% TFA. Five microliters were injected into a reversed-
phase column (Integrafit C18, ProteopepTM II, New Objetive)
for nanoflow liquid chromatography (LC) analysis, using a
Tempo nanoLC (Eksigent) equipped with a Sun Collect MALDI
Spotter/Micro-Fraction Collector (SunChrom Wissenschaf-
tliche Gerite GmbH).

MALDI Mass Spectrometry Analysis

LC eluate was deposited onto an Opti-TOF LC MALDI target
plate (1534-spot format, ABSciex) with a speed of one spot per
15 s. Before spotting the LC microfractions were mixed with
MALDI matrix (3 mg/mL 0.-cyano-4-hydroxycinnamic acid in
70% ACN and 0.1% TFA containing 10 fmol/uL angiotensin as

an internal standard). Peptide-containing LC spots were ana-
Iyzed in a 4800 MALDI-TOF/TOF instrument (ABSciex) with a
200 Hz repetition rate (Nd:YAG laser). MS full scan spectra were
acquired from 800 to 4000 m/z. A total of 1500 laser shots were
accumulated for each TOF-MS spectrum at an optimized fixed
laser setting. Tandem MS mode was operated with 1 kV collision
energy with CID gas (air) over a range of 60 m/z to —20 m/z of
the precursor mass value. Precursor mass window was 300
ppm (fwhm) in relative mode. A minimum of 800 and a
maximum of 1500 laser shots were accumulated with laser stop
conditions set at ten product ion peaks of S/N (signal-to-noise,
ratio) > 100 at an optimized, fixed laser setting with metastable
suppressor option on. Data dependent tandem MS settings
included acquisition of up to 20 most intense ion signals per
spot. If two or more consecutive spots in an LC run with
precursor m/z were within 200 ppm tolerance, the spot with
the maximum S/N was subjected to tandem MS analysis.

Data Analysis

Identification of peptides and proteins and relative quantifica-
tion of their abundance were performed using the Protein Pilot
software vs 3.0 (Applied Biosystems) with Paragon Algorithm.
MS/MS data was searched against the UniProt/Swiss-Prot
database of protein sequences (Swiss-Prot, August 2010), using
following parameters: sample type set as SILAC (Lis+6,
Arg+10), cystein alkylation with IAA, urea denaturation, 1 missed
cleavage allowed in trypsin digestion and focus in biological
modifications. Only proteins with a threshold >95% confidence
(>1.3 Unused Score) were considered for protein identification.
Data was normalized for mixing errors by bias corrections.

Western Blot Analysis

One-dimensional Western blot analyses were performed
utilizing standard procedures. Briefly, 20 ug of cellular proteins
and secreted proteins were loaded and resolved using standard
10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The
separated proteins were then transferred to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes (Immobilon P, Millipore Co.,
Bedford, MA, USA) by electro-blotting and probed with specific
antibodies against TGFBI (1:100), POSN (1:100), TSP-1 (1:30)
and FN1 (1:200) (Santa Cruz). Immunoreactive bands were
detected by chemiluminescence using corresponding horserad-
ish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies and
enhanced chemiluminescence (ECL) detection reagents (GE
Healthcare), then digitized using the LAS 3000 image analyzer.
Quantitative changes in band intensities were evaluated using
ImageQuant 5.2 software (GE Healthcare).

Statistical Analysis

Each experiment was repeated at least three times. The
statistical significance of the differences between mean values
was determined using a two-tailed t-test, considering significant
p values <0.0S. In the proteomic analysis, normalization tools
and statistical package from Protein Pilot software were em-
ployed. We considered statistically significant only those changes
with a p value <0.05 and a ratio >1.2 (or <0.83). Where
appropriate, results are expressed as the mean =+ standard error.

M RESULTS

Standardization of Metabolic Labeling in Primary HACs
In this work, we first aimed to standardize the protocol for
complete metabolic labeling of HACs in primary culture, to allow

3703 dx.doi.org/10.1021/pr20033 1k |J. Proteome Res. 2011, 10, 3701-3711

191



Journal of Proteome Research

quantitative analyses. This standardization implies: (1) the
analysis of cellular growth in SILAC media; (2) the performance
of titration assays to determine the minimal amount of arginine
that allows normal cell growth while preventing its metabolic
conversion to proline; (3) the verification of the maintenance of
chondrocyte phenotype under the conditions of study, and
finally (4) the certification of complete incorporation of the
labeled amino acids (100% efficiency) in the previously defined
conditions of culture.

Although there is no indication that incorporation of a heavy
amino acid has any effect on cells, the SILAC procedure requires
the use of dialyzed serum to remove the natural amino acids
already present in the serum. In this process, low molecular
weight growth factors can also be removed, potentially interfer-
ing with growth of susceptible cell types."> We first tested cell
viability and growth rate of freshly isolated HACs in SILAC
DMEM with dialyzed FBS and standard Lys and Arg quantities
(data not shown). After the confirmation of normal growth, we
performed a titration assay with dropping amounts of arginine.
As revealed by RNA content (Figure 1A), this amino acid is
essential for HACs viability,” but cells are able to grow at normal
rates with only 1/3 of the Arg contained in the classical DMEM
formulation. The final Arg concentration employed in this study
(28 mg/mL) allowed us to avoid quantitation errors potentially
introduced by the arginine to proline conversion. As indicated by
MS spectra, there was no arginine to proline conversion in our
cell culture (Figure 1B). Then, as chondrocytes in monolayer
culture are known to easily dedifferentiate into fibroblasts,"* we
pursued to verify the chondrocytic phenotype under the specific
conditions of our quantitative proteomics study. To assess
preservation of cell phenotype, we evaluated the expression of
the most typical chondrocyte marker, type II collagen
(COL2A1), by real-time PCR. As shown in Figure 1C, HACs
grown under these conditions express high levels of COL2A1
mRNA. Finally, we evaluated the incorporation of the heavy
isotopes in the cells. Aliquots of cells after different culture
periods in SILAC heavy medium were taken, and the relative
enrichment of labeled peptides by LC—MS of in-solution
digested whole cell extracts was assessed. As shown in Supple-
mentary Table 1 (Supporting Information), a 3 weeks expansion
time (corresponding to 6 cell doublings) was needed to remove
from the spectra those signals corresponding to light peptides,
and obtain a clean peak from the fully labeled molecules. The
average labeling efficiency after six passages was 100%, demon-
strating that primary HACs can be efficiently and completely
SILAC-labeled. This was essential for high quantification accu-
racy and data reproducibility in the next phases of this work.

Modulation of Chondrocyte Proteome by IL-14

A previous work by our group described the effect of both IL-13
and TNF-a on the intracellular chondrocyte proteome, using a
strategy based on two-dimensional gel electrophoresis and image
analysis."® Once we had standardized the SILAC protocol in
HACs, we pursued to apply this method to analyze the effect of
IL-15 on the whole HACs proteome, in order to confirm
those results obtained previously (this will serve us to validate
the present technique), but also to study more extensively the
intracellular modulation caused by the cytokine and to com-
plement those data that would be further obtained in the
secretome analysis.

Due to the high complexity of these samples, we carried out a
two-dimensional approach: we first combined proteins from the
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Figure 1. Standardization of metabolic labeling in primary human
articular chondrocytes. (A) Evaluation of the minimal arginine concen-
tration essential for normal cell growth. RNA content (ng/uL) was
measured as cell viability indicator. (B) Representative MS spectra of a
proline-containing peptide, showing no peaks with a mass shift of +6 Da
or multiples of 6 (derived from peptides containing one or more labeled
prolines), thus demonstrating the absence of arginine to proline con-
version in our cell culture conditions. (C) Real time-PCR analysis
indicates no significative variation in type II collagen gene expression
(a typical marker of chondrocytic phenotype) in our cell culture con-
ditions. RPLPO was used as housekeeping gene for quantification.

experimental conditions to be compared (untreated and treated
with cytokine), and resolved the mixture by SDS-PAGE, fol-
lowed by in-gel tryptic digestion. In order to enhance the protein
coverage, the gel was processed by shotgun technology"
(Figure 2A). The whole gel column was sliced into 16 sections
regardless banding pattern and collected for reverse phase
nanoLC—MS/MS analysis. With this approach, we were able
to identify 368 proteins, and 357 could be relatively quantified
(Supplementary Table 2, Supporting Information). The most
abundant protein identified (highest scored by Protein Pilot) was
the intermediate filament protein vimentin (VIM). Only few
contaminant proteins derived from dialyzed serum (four) or
sample handling (two keratins) were found. Figure 2B shows the
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Figure 2. HACs proteome analysis. (A) First dimension separation of
HAC:s intracellular proteins was performed by 1DGE. In each lane, 100
g of mixed sample (H+L) were resolved. Then, the whole gel column
was sliced into 16 sections and each lane was subjected to nanoLC—MS/
MS analysis; (B) predicted localization of those proteins identified in the
HAG:s cell lysates; and (C) predicted biological process in which they are
involved. M, molecular weight marker; H, heavy; L, light; IL, Interleukin-
1/3; ECM, extracellular matrix; CK, cytoskeleton; Cyt, cytoplasm; ER,
Endoplasmic reticulum,

biological function as well as the cellular localization of these
identified proteins, according to GO annotation. As expected,
most of them have a predicted intracellular localization (34S/
368), while only 7% are known to be mainly present in the
extracellular region. The identified proteins play a wide range of
biological processes like cellular organization, transport, gene
expression, stress response, biosynthetic processes, cell death,
signal transduction, redox processes and immune system (Figure 2C).
Thirty-eight of the quantified chondrocytic proteins were sig-
nificantly (p < 0.05) altered by cytokine stimulation and are
shown in Table 1.

Four catabolic- or stress-related proteins were only identified
in TL1f3-treated cells (ratio of 9999 in our quantitative analysis).
Furthermore, most of those proteins whose expression resulted
modulated by cytokine stimulation were involved in the actin

cytoskeleton structure (VINC, TPM4, FLNA, MYHY, CALD1,
CAPG and ZYX), and all of them were decreased by the cytokine
(see Table 1). On the other hand, the largest protein cluster
increased by IL1f3 corresponds to protein chaperones, such as
GRP78, HSP71 or various protein disulfide-isomerases.

Primary HACs Secretome Profiling

Given the key role of chondrocytes in ECM synthesis and
turnover, and also the importance of these mechanisms for tissue
maintenance (which are disturbed in OA and other joint
diseases), we pursued to examine the effect of the proinflamma-
tory cytokine in the subset of proteins secreted by chondrocytes
(secretome). For this purpose, supernatants from unstimulated
and IL1J3-stimulated chondrocytes were collected after 48 h of
incubation. An aliquot of these samples was resolved by SDS-
PAGE along with HAC whole cell extracts (Figure 3A). Protein
profiles show marked differences mainly in the secretome com-
position of control and IL-1f3-treated samples, pointing out how
IL-1f3, as expected, affects chondrocyte secretory pathways.

To achieve the identification and quantification of these
proteins, they were digested in solution with trypsin, and the
correspondent tryptic peptides were separated by liquid chro-
matography. The peptides were then eluted and subjected to
MALDI-MS/MS analysis. This procedure resulted in the identi-
fication and quantification of 115 proteins present in the culture
media with statistical confidence (Protein Pilot score =2, p <
0.05). A complete list of the identified proteins is shown in
Supplementary Table 2 (Supporting Information).

The majority of secreted proteins identified using LC—MS/
MS were cartilage ECM proteins, or proteins with well-estab-
lished matrix functions (see Supplementary Table 3, Supporting
Information). The localization and molecular function of the
identified proteins were categorized by GeneOntology (GO)
and are shown in Figure 3B. Most abundant proteins (top 10 in
terms of Protein Pilot hits) identified in the samples included
well-known cartilage-related proteins, namely fibronectin (FN1),
collagen alpha-2(I) chain (COL1A2), chitinase-3-like protein 1
(CHI3L1), collagen alpha-1(XII) chain (COL12A1), tenascin
(TNC), collagen alpha-3(VI) chain (COL6A3), decorin (DCN),
collagen alpha-1(VI) chain (COL6AL), collagen alpha-1(I) chain
(COL1A1), and lumican (LUM).

To validate our findings and exclude the possibility of any
quantification differences arising from SILAC labeling,'® we
replicated the whole experiment with treatment conditions
crossed-over (swapping the labeled state of the perturbed cells).
By these means, we were able to quantify all the identified
proteins with statistical significance. Among them, 35 presented a
significant modulation of their levels due to cytokine stimulation
and are listed in Table 2.

Cytokine-Mediated Changes in the Chondrocyte Secretome

We could identify some proteins only in the IL-1/3-treated
samples compared to untreated controls. All these proteins
presented a ratio of 9999 (see Table 2), thus indicating a very
strong increment of their release due to cytokine stimulation.
Among them, we found proteins involved in inflammatory
response (like IL6, IL8 or TSG6) and proteins involved in matrix
remodelling and degradation (MMP3 and MMP1). Inversely, we
could only detect thrombospondin (TSP1) in the secretome of
untreated cells. TSP1, an angiogenesis inhibitor, is a multifunc-
tional adhesive glycoprotein present in articular cartilage and
synthesized by articular chondrocytes,'” whose gene transfer sup-
presses the disease progression of experimental osteoarthritis.'®
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Table 1. IL-1-Altered Proteins in the HACs Proteome”

accession” symbol” name IL:BASAL p value?
P20591 MX1 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 9999 0
P04179 SODM p ide di [Mn], mitochondrial 9999 0
P08254 MMP3 Stromelysin-1 9999 0
Q03169 TNAP2 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 2 9999 0
04828 AK1C1 Aldo-keto reductase family 1 member C1 3.6382 0.012
y
P52895 AK1C2 Aldo-keto reductase family 1 member C2 27788 0.05
P23381 SYWC Tryptopk 1-tRNA & pl 2.3032 0.05
P16070 CD44 CD44 antigen 22727 0.0467
P42224 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta 22434 0.0001
Q10471 GALT2 Polypeptide N-acetylgal. inyl 2 2.0458 0.0411
Q16851 UGPA UTP--glucose-1-phosphate uridylyl 19184 0.0403
Q15582 BGH3 T ing growth factor-beta-induced protein ig-h3 1.5856 0.0039
P24821 TENA Tenascin 1.4876 0.0215
P13639 EF2 Elongation factor 2 1.4802 0.0002
P13667 PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4 1.3715 0.0068
P08107 HSP71 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 1.3713 0.028
Q15084 PDIA6 Protein disulfide-isomerase A6 1.3419 0.0434
P11021 GRP78 78 kDa glucose-regulated protein 1.2933 0.0008
P36222 CH3L1 Chitinase-3-like protein 1 1.2897 0.0003
P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 1.2834 0.0005
P11940 PABP1 Polyadenylate-binding protein 1 1.2647 0.0089
Q07065 CKAP4 Cytoskeleton-associated protein 4 1.2188 0.036
P63261 ACTG Actin, cytoplasmic 2 0.7955 0.0151
P07858 CATB Cathepsin B 0.79 0.0003
P08133 ANXA6 Annexin A6 0.7791 0.0236
P60709 ACTB Actin, cytoplasmic 1 0.7732 0.0062
P21333 FLNA Filamin-A 0.7659 0.0019
P35579 MYH9 Myosin-9 0.7383 0.0176
P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1 0.7344 0.0231
043707 ACTN4 Alpha-actinin-4 0.7288 0.0004
P40121 CAPG Macrophage-capping protein 07216 00376
P13797 PLST Plastin-3 0.6466 0.023
P67936 TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain 0.6217 0.0002
Q05682 CALD1 Caldesmon 0.5895 0
P18206 VINC Vinculin 0.566 0.0172
15942 ZYX Zyxin 0.5602 0.0477
¥
Q99715 COCA1 Collagen alpha-1(XII) chain 0.481 0.0207
QYUHB6 LIMA1 LIM domain and actin-binding protein 1 0.3513 0.047

“Number of unique peptides detected by Protein Pilot, total score and sequence coverage for each protein identified are detailed in Supplementary
Table 2 (Supporting Information). * Swiss-Prot accession number and abbreviation. © Average ratio, quantified by ProteinPilot 3.0 software. The SILAC
ratios (IL/BASAL) are quantified relative to the protein abundance of the treated versus untreated cells at the same time point (48 h). * As determined by

ProteinPilot 3.0 software.

Due to its pivotal role, we decided to verify TSP1 protein levels in
HACs conditioned media by Western blot analysis. As shown in
Figure 4, TSP1 was detected only in those secretomes from basal
conditions, thus confirming the result revealed by the proteomics
approach.

Proteins whose abundance was altered in the HACs secretome
by the presence of IL-15 are also shown in Table 2. The
modulation of proteins involved in several processes was ob-
served, such as cartilage ECM structure (7 proteins, including
collagens and aggrecan), ECM remodelling (S proteins, includ-
ing proteases and their inhibitors) and the immune response
(4 proteins). Interestingly, we found a global increase of immune
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response proteins, proteases (such as cathepsin D and MMP2)
and some ECM structural proteins (such as lumican or
chitinase-3-like protein 1), whereas a remarkable decrease of
the aggrecan core protein or biglycan was detected.

Among those secreted proteins found to be increased by IL-
1/3, the protein identified with the highest number of peptides
was fibronectin (FINC), a component of normal cartilage matrix.
Elevated levels of this protein are found in OA cartilage'”*® and
in OA synovial fluid,”® whereas FINC degradation products have
been implicated in the induction of proinflammatory responses
in cartilage and synovial membrane.”' Western blotting using an
antibody raised against full-length human FINC confirmed
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Figure 3. Modulation of the chondrocyte secretome by IL-15. (A)
Silver staining of a monodimensional gel showed the differences in the
proteome (lanes 1—2) and secretome profiles (lanes 3—4) of treated
and untreated HACs. (B) Pie charts indicate the cellular localization of
those proteins identified in the HACs secretome and their biological
role, according to Gene Ontology annotation. Abbreviations, as in
Figure 2.

extensive laddering of the glycoprotein in our IL1f extracts
(Figure 4). We could verify as well in this work the cytokine-
mediated increase in the secretion of a member of the TGF-f}
pathway, beta ig-h3 (BGH3) (Figure 4). As shown in the Figure,
this increase is specific of the extracellular fraction, whereas no
modulation is observed in cellular extracts. Finally, we also
confirmed by Western blotting analysis the decrease of periostin
(POSTN), a vitamin K-dependent Gla-containing protein22
whose role in ECM mineralization is still little known (Figure 4).

M DISCUSSION

In this work, we have standardized the isotopic labeling of
chondrocytes in cell culture. To our knowledge, this is the first
study applying a quantitative SILAC approach on HACs. There
are two recent works in which SILAC technique is used to

characterize proteins secreted by chondrocytes,”>** but both
papers describe only qualitative information and none of them
report quantitative results. Our work demonstrates the possibi-
lity of performing quantitative analyses by metabolic labeling in
primary HACs, being this novel approach useful for further
differential proteomic studies, including pharmacoproteomic
analyses.

The SILAC methodology comprises two steps: an adaptation
phase before the experiment and the biological experiment with
the differential treatment between control (unstimulated chondro-
cytes) and experimental cell populations (IL1/3-stimulated
chondrocytes). Regarding the first point, human articular
chondrocytes have a number of limitations in primary cultures,
mainly due to their slow growth rate and also their tendency to
easily dedifferentiate into fibroblasts. Therefore, the first objec-
tive in our work was to achieve a complete labeling of the whole
proteome (intracellular and extracellular proteins) while main-
taining the chondrocyte phenotype. We show how HACs
proteome is fully labeled after an expansion time of 3 weeks
and demonstrate the chondrocyte-like phenotype (COL2 ex-
pression) of the cells in these conditions.

With this strategy, we have been able to identify 368 proteins
as constituents of the HACs proteome by LC-MALDI-TOF/
TOF analysis. Among those modulations caused by the cytokine,
we have found a remarkable decrease of actin and actin-related
proteins (which control cell shape, dynamics and architecture). It
is well documented that chondrocytes respond to IL1/3 treat-
ment with a dramatic morphologic changaZS Untreated chon-
drocytes display the characteristic cobblestone morphology,
whereas they alter their polygonal morphology to a rounded
one in the presence of IL1/3. Our data depict the key role of actin
and its related proteins in mediating these changes. On the other
hand, we detected a number of protein chaperones increased by
the cytokine, highlighting the role of these proteins in mediating
cellular responses under stress conditions. Accordingly to this, a
increase of chaperones was previousl(y described by our group as
a characteristic of OA chondrocytes” when compared to healthy
cells. We also demonstrate the increase of a transcription
activator (STAT) and a translation regulator (EF2), thus in-
dicating a sustained biosynthetic activity of stimulated chondro-
cytes. Finally, despite having previously employed a different
proteomic strategy, based on two-dimensional gel electrophoresis,'”
the modulation by IL-13 of a number of proteins identified in
that work, such as SOD2, PDIA3 or SWYC, has been confirmed
by the present approach.

Moreover, the present study exhibits the advantages of this
approach for the relative quantification of HACs secreted
proteins. This is especially useful to focus on ECM proteins,
which have particular importance not only because of their role in
proper tissue maintenance, but also because of their putative
biomarker value. These considerations are supported by the fact
that only 28 of the 368 proteins identified in the HACs proteome
analysis were also detected in the secretome (Figure SA). Only
7% of the proteins identified in the proteome analysis may have a
direct role in cartilage ECM synthesis/turnover (Figure 2B),
whereas this percentage rises up to the 76% in the secretome
study (Figure 3B). On the other hand, among those proteins
identified as modulated in the proteome analysis, only five
(BGH3, CHI3L1, CATB, MMP3 and TENA) were also detected
as altered in the secretome, thus demonstrating the complementar-
ity of both studies. In addition, Figure 5B illustrates the differences of
the biological roles played by those proteins that were found to be

3707 dx.doi.org/10.1021/pr200331k |J. Proteome Res. 2011, 10, 3701-3711

195



Journal of Proteome Research

Table 2. IL-1f3-Altered Proteins in the HACs Secretome”

accession” symbol” IL:BASAL® p value?
P08254 MMP3 Stromelysin-1 9999 0
P03956 MMP1 Interstitial collagenase 9999 0
P98066 TSG6 Tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein 9999 0
P26022 PTX3 Pentraxin-related protein PTX3 9999 0
P05231 L6 Interleukin-6 9999 0
P01009 AIAT Alpha-1-antitrypsin 9999 0
P19320 VCAM1 Vascular cell adhesion protein 1 9999 0
P09341 GROA Growth-regulated alpha protein 9999 0
P1014S 1.8 Interleukin-8 9999 [
P07093 GDN Glia-derived nexin 15.351 0
P61769 B2MG Beta-2-microglobulin 5.0804 0.0136
P24821 TENA Tenascin 4.5818 0
Q15582 BGH3 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 34972 0.0002
P10909 CLUS Clusterin 2.9998 0.0012
P02461 CO3A1L Collagen alpha-1(III) chain 2.4911 0.0076
P07339 CATD Cathepsin D 2.3459 0.0319
P08253 MMP2 72 kDa type IV collagenase 21567 0.0037
P00736 CIR Complement Clr subcomponent 2.0691 0
P51884 LUM Lumican 17211 0.0018
P09871 cis Complement Cls subcomponent 1705 0.0035
PI2111 CO6A3 Collagen alpha-3(V1) chain 1.6791 0.0026
P01033 TIMP1 Metalloproteinase inhibitor 1 1.6265 005
P36222 CH3L1 Chitinase-3-like protein 1 1.4606 0.0078
P02751 FINC Fibronectin 13917 0
P07858 CATB Cathepsin B 0.718S 0.0204
P16035 TIMP2 Metalloproteinase inhibitor 2 0.647 0.0217
P08123 CO1A2 Collagen alpha-2(I) chain 0.5965 0
P21810 PGS1 Biglycan 0.5044 0.0294
P17936 1BP3 Insulin-like growth factor-binding protein 3 0.4714 0.0023
Pl16112 PGCA Aggrecan core protein 0.3189 0.002
P09486 SPRC SPARC 03161 0.008
Q15063 POSTN Periostin 0.3075 0.0028
Q14767 LTBP2 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 0.3005 0.0483
P08493 MGP Matrix Gla protein 02061 005
P07996 TSP1 Thrombospondin-1 0 0

“Number of unique peptides detected by Protein Pilot, total score and sequence coverage for each protein identified are detailed in Supplementary
Table 3, Supporting Information. ® Swiss-Prot accession number and abbreviation. ¢ Average ratio, quantified by ProteinPilot 3.0 software. The SILAC
ratios (IL/BASAL) are quantified relative to the protein abundance of the treated versus untreated cells at the same time point (48 h). * As determined by

ProteinPilot 3.0 software.

altered by IL-1/3 in any of the two complementary analyses. As
shown in the Figure, the intracellular proteome study allowed the
detection of four main functional clusters affected by the cytokine:
cytoskeleton organization, chaperones, protein synthesis and meta-
bolism-related proteins, whereas the secretome analysis exhibit its
usefulness not only for evaluating the modulation of signaling
molecules involved in tissue turnover (such as proteases and
inhibitors and cell growth or differentiation-related proteins) but
also for the study of typical ECM structural proteins and outputs of
both inflammatory and immune responses.

In this sense, we have been able to identify and quantify more
than a hundred different specimens in a single experiment on
secretome samples, including a number of low molecular weight
proteins (IL8, MGP), which are generally lost in a gel-based
approach. In addition, LC—MS/MS analysis overlaps the
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problem presented by the special features of HACs, which
synthesize and secrete a variety of highly anionic compounds
(glycosaminoglycans) and a few abundant proteins (mainly
collagens and proteoglycans) that discourage from performing
2-DE-based approaches. On the other hand, very few proteins
derived from dialyzed serum (contaminants) were encountered
in the supernatants due to the extensive washing and careful
handling of cell cultures. These proteins could be easily elimi-
nated from the analysis, considering its heavy/light ratio (always
zero) and modifying database searching parameters (in this case
no species restriction is recommended). As a proof of the absence
of serum-derived proteins in the secretomes, bovine serum
albumin was not identified in any sample. Moreover, cellular
viability analyses and careful sample handling ensure minimal
cell lysis.

3708 dx.doi.org/10.1021/pr200331k |. Proteome Res. 2011, 10, 3701-3711
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Figure 4. Verification of IL-1/3-mediated protein changes. Western Blotting analysis was performed to validate some interesting Protein Pilot results.
(Left) Representative blot images of the analyzed proteins. (Right) Representative spectra from each of them obtained with Protein Pilot software, along
with their calculated heavy/light ratio. TSP1, thrombospondin-1; FINC, fibronectin; BGH3, beta ig-h3; and POSTN, periostin. Other abbreviations, as

in Figure 2.
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Figure 5. Compl arity of HACs (cell conditioned
medium) and proteome (total cell lysate) analyses. (A) Venn diagram
of the identified proteins in the proteome and secretome studies.
Numbers in parentheses correspond to the subset of proteins signifi-
cantly modulated by IL-1/3. (B) Functional distribution of those proteins
that were identified as altered by the cytokine either in the proteome
analysis, the secretome analysis, or in both approaches (depicted with a
gray area). Protein abbreviations, as in Tables 1 and 2.
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Our data underline the effect of IL-1/5 on diverse inflammatory
pathways, and its catabolic role on cartilage ECM. We have
detected a number of proinflammatory cytokines, such as IL6,
uniformly up-regulated in inflammatory conditions. These proin-
flammatory cytokines are involved in autoimmune processes and,
while controlling each other, they also up-regulate a large number
of other genes42 Among the up-regulated genes and correspond-
ing proteins, various metalloproteinases (MMPs) degrade carti-
lage and bone, while TSG6 appears to have a suppressive effect
on matrix MMP activation in arthritis processes."R Inversely,
thrombospondin-1 (TSP1) presented a ratio = 0, indicating a
cytokine-dependent dramatic decrease of its release from the
cells that was confirmed by Western blotting. In OA, angiogen-
esis (which occurs in the osteochondral junction and synovium)
may accelerate inflammation and contribute to the severity of the
disease. IL1/3 is a well recognized angiogenic factor, so the
possibility that an increased concentration of IL1 in OA synovial
fluid may reduce the TSP1 expression in severe OA stages cannot
be excluded, as described for cultured rabbit chondrocytes.””*"

Among those other proteins whose secretion was found to be
increased by the cytokine, we found a chain from the hetero-
trimer type VI collagen (COL6) and two proteins that are known
to bind this molecule, fibronectin (FINC) and beta ig-h3
(BGH3). Type VI collagen plays a major role in the mechanical
properties of the termed “pericellular matrix” (PCM, which
encapsulates the chondrocytes in the tissue), and in the mechan-
ical environment of chondrocytes.” Hallmarks of osteoarthritic
cartilage are the degradation of ECM components and the
destruction of this pericellular microenvironment.*> Previous
studies have shown increased amounts of COLG6 in osteoarthritic
cartilage,”>** depicting those modifications in the collagenous

dx.doi.org/10.1021/pr200331k |J. Proteome Res. 2011, 10, 3701-3711
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network that occur in degenerated cartilage. Our group has
previously described an intracellular increase of this protein in
OA chondrocytesm The present detection of increased secretion
of COL6 and related proteins bridges the gap between the
modulation of intracellular metabolism and those tissue changes
that are consequently triggered, thus providing a trace of the role
of IL-1f3 in the remodelling of pericellular matrix during the OA
progress.

We also quantified the decrease of two proteins belonging to
vitamin K-dependent Gla-containing proteins22 whose secretion
by chondrocytes was markedly reduced in the presence of IL-13:
matrix gla protein (MGP) and periostin (POSTN). Interestingly,
itis now well established that vitamin K is essential in prevention
of soft tissue mineralization.>® In addition, recent epidemiologic
studies have revealed a correlation between low plasma level of
vitamin K and the presence of osteophytes on knee radio-
graphs.***7 Additional studies are needed to determine if altered
biosynthesis of these proteins could explain the pathological
transformation of normal chondrocytes into OA chondrocytes,
characterized by cell hypertrophy and matrix mineralization,
observed in older adults affected by this pathology.

Finally, we have identified in this study a number of other
novel proteins that are regulated by IL-1/3 in HACs. Some of
them were already described in transcriptomic analyses,>® such as
the intracellular GRP78 (increased) or the extracellular biglycan
(decreased), being their modulation verified at the protein level
in this work. Nevertheless, most of the identified proteins provide
new traces of IL-1b effects. This is the case of those several
cytoskeleton components identified (filamin A, actinins, plastin
3, vinculin or zyxin), and also extracellular proteins such as
lumican.

B CONCLUSIONS

The present study demonstrates the usefulness of metabolic
labeling for quantitative proteomics studies in HACs and enables
the identification and quantification of several proteins, many of
which had not been previously reported to be secreted by
chondrocytes. Identification of novel secreted molecules will
allow further detailed experiments to dissect the roles of such
proteins involved in ECM metabolism in normal and pathologi-
cal conditions. Moreover, despite the inherent limitations of an in
vitro study, our work provides a comprehensive quantitative
analysis of the effects of IL-1f3 in these cells, highlighting the
modulation of a number of extracellular and intracellular path-
ways that is valuable to understand OA pathogenesis. Those
proteins increased by the cytokine that have been identified in
this work are potential novel molecular targets for OA treatment.
In addition, the subset of extracellular proteins might also be
evaluated as noninvasive OA biomarkers for early diagnosis of
the disease.
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C, Montell E, Vergés J, Ruiz-Romero C, Blanco FJ. A pharmacoproteomic study
confirms the synergistic effect of chondroitin sulfate and glucosamine. Sci Rep.

2014 Jun 10; 4: 5069.
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Vergés J, Ruiz-Romero C, Blanco FJ. Secretome analysis of chondroitin sulfate —
treated chondrocytes reveals anti-angiogenic, anti-inflammatory and anti-

catabolic properties. Arthritis Res Ther. 2012 Oct 2:14(5):R202.

3. Calamia V, Fernandez-Puente P, Mateos M, Lourido L, Rocha B, Montell E,
Vergés J, Ruiz-Romero C, Blanco FJ. Pharmacoproteomic study of the effect of
three different chondroitin sulfate compounds on chondrocyte intracellular and
extracellular  proteomes. Molecular and Cellular Proteomics 2012

Jun;11(6):M111.013417.

4., Calamia V, Ruiz-Romero C, Rocha B, Fernandez-Puente P, Mateos J, Montell E,
Verges J, Blanco FJ. Pharmacoproteomic study of the effects of chondroitin and
glucosamine sulfate on human articular chondrocytes. Arthritis Research and

Therapy 2010; 12 (4), R138.
5. Ruiz-Romero C, Calamia V, Rocha B, Mateos J, Fernandez-Puente P, Blanco FJ.

Hypoxia conditions differentially modulate normal and osteoarthritic chondrocyte
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