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La protedmica incluye diversos campos de investigacion

PROTEOMICA
DESCRIPTIVA

>

PROTEOMICA
COMPARATIVA

>

PROTEOMICA
FUNCIONAL

>

Se propone caracterizar “todas” las proteinas que se
expresan en un organismo, 0 en una subestructura
celular, en una condicion dada.

Estudia dos o0 mas estados de un sistema (una célula,
un tejido, etc). Cudales proteinas cambian cuando un
organismo se somete a condiciones diferentes. Evalua los
cambios en la expresiobn de proteinas a nivel
cuantitativo.

|dentificacion de grupos de proteinas que se localizan
en un mismo sitio celular y que operan en mutua
interaccion.



Metodologias asociadas a la identificacion de
macromoléculas

ACIDOS
NUCLEICOS

\

@ Tecnologias NGS (Next Generation

Sequencing): Tecnologias 454, lllumina, ABI
SOLID, lon Torrent, PacBio, Nanopore y
SMRT seq.

@ Microarreglos o chips de ADN.

4

BIOINFORMATICA

PROTEINAS

N

@ Electroforesis.

@ Cromatografia.
@ Espectrometria de masa.

@ Microarreglos o chips de

4

BIOINFORMATICA

proteinas.



Descripcion de las metodologias
asociadas ala deteccion y
analisis de proteinas

Electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D PAGE)



Técnicas asociadas al estudio protedmico
Tecnologia 2D PAGE

® Es la herramienta mas utilizada para el analisis global y la separacion de los

componentes del proteoma.

@ Permite la separacion de cientos o miles de proteinas (“spots”) en un unico gel,

mostrando un patrén caracteristico.

@ La preparacion de la muestra es el paso mas critico y clave en el éxito del

experimento.



Separacion de mezclas complejas de proteinas por
electroforesis bidimensional
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Técnicas asociadas al estudio protedmico
Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

. Primera Segunda Bioinfor-
Preparacion separacion »separacion s Lalelely

matica

¥ \ 4 ¥

¥

Organismao, tejido, célula Por punto Por peso molecular Colorantes, Adquisicion y
0 compartimento isoeléctrico Metales, analisis de
subcelular. (Isoelectroenfoque). Reactivos imagen.
fluorescentes, Ordenado e
Marcaje interpretacion.

¥

radiactivo.



Técnicas asociadas al estudio protedmico
Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

Las muestras biologicas sometidas a electroforesis

Preparacion bidimensional requieren de un tratamiento previo,

muestra cuya funcion es liberarlas de todos los componentes

no proteicos presentes.

\ 4

Organismo, tejido, célula
0 compartimento
subcelular.

v' Biomasa
v' Disgregacion / lisis

v' Extraccién de proteinas



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

> Primera
Preparacion .
s separacion
mues 1D
Por punto
isoeléctrico

(Isoelectroenfoque).

Gel con un gradiente de pH:

Las proteinas migran bajo la accion de
un campo eléctrico hasta alcanzar la
region del gel cuyos pH coinciden con sus

puntos isoeléctricos.

s an
= N\

Equipo de Isoelectroenfoque:
Protean IEF cell (Bio-Rad)



Dos formas de construir un gradiente de pH en un gel

Incorporar a la muestra una mezcla de miles de

ANFOLITOS moléculas organicas cargadas, anfolitos, que

PORTADORES cubran todo el rango de pl y con alta capacidad

tampon.

Copolimerizar  bajo un campo eléctrico una

GRADIENTES DE PH

INMOVILIZADOS
(IPGSs) immobilinas, con la solucidén de gel. Las moléculas

mezcla de miles de moléculas organicas cargadas,

cargadas quedan inmoviles por enlaces covalentes.



Ejemplo: Proteina con pl 6,5

Aplicacidon anodica Aplicacién catddica
Cuando la proteina estaa  Cuando la proteina estaaun  Aplicacidon por rehidratacion
un pH por debajo de su pl,  pH superior a su pl, su carga en todo el gel
Su carga es positiva es negativa
pH pH pH
dnodo  3.0pgpe * 3.0 * 3.0 *
@
@
65 I 65 ......... 65 _________
)
@
@
catodo 10.0 - 10_0&& - 10. -



Técnicas asociadas al estudio protedmico
Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

v' El SDS homogeniza la densidad

de carga (z/m) de todas las

. Primera Segunda
Preparacion separacién yseparacion » proteinas.
v’ El principio de separacién de la
técnica de SDS-PAGE es el
' tamafio de las moléculas.

Por peso molecular _ _
v" Permite estimar la masa de una

proteina (con referencia a

marcadores de masa conocida).



SDS (dodecil sulfato de sodio ). detergente anionico

CH3'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'CH2'SO4-

SDS

SDS
%ﬁ_% > %% z/m

z/m

z/m



Equipo de Electroforesis Bidimensional:
Mini Protean System (Bio-Rad)

ERAT M Y B T T PR

Equipo de Electroforesis Bidimensional:
Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad)



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

Colorantes:

Preparacion

muestra

Coomassie Blue
Separacion
en la 22

Dimension

Separacion
en la 12
Dimensidn

Metales:
Tincion positiva (Ag)
Tincion negativa (Zn-

ImH).

\ 4

Reactivos
Cﬁ/:otralntes, fluorescentes:
etales,
Reactivos Sypro, DIGE
fluorescentes,
Marcaje Marcaje radiactivo

radiactivo.



Propiedades de las técnicas de deteccion

Sensibilidad (lo minimo que detecta)
@® Coomassie blue R-250: 100-200 ng
@ Plata para espectrometria de masas: 100 ng
@ Tincion inversa: 1-10 ng
@ Plata con glutaraldehido: 1 ng
@ Colorantes fluorescentes (Sypro): 1 ng-1 pg
@ Fluorografia: 1 pg

Rango dinamico (lo minimo y lo maximo)
@ Coomassie blue, Ag+ (+ laser scanner): 100
@® Marcaje fluorescente (+ camara CCD): > 10,000
@ Marcaje isotopico (+ RX): 1,000
@ Marcaje isotopico (+ Phosphorimage) : >100,000



Adquisicion y Analisis de Imagen

@ Los geles (en los cuales hemos separados las proteinas) deben ser digitalizados

para luego ser analizados con un sistema de evaluacion de imagenes.

@ Los instrumentos de adquisicion de imagenes mas comunmente usados son los
densitdmetros, los escaneres de fluorescencia y los basados en tecnologia CCD de

alta resolucion y sensibilidad.

@ Todos ellos funcionan con softwares de analisis disefnados para detectar y
cuantificar “spots” en las imagenes digitales asi como para comparar y analizar

estadisticamente los geles de interes



Escaner de Fluorescencia:
FX ProPlus (Bio-Rad)

Sistema de adquisicion de imagenes
fluorescenciay UV
(ChemiDoc MP System, Bio-Rad)

PDQuest 2-D Analysis
Software

Software de analisis PDQuest 2-D (Bio-Rad)

el Sl sialgionms e e ]

Sottware de adquisicion y analisis Image Lab
(Bio-Rad)




Tincion: Coomassie G-250 Tincidon: Nitrato de plata



Proteoma del plasma humano

Sample application

(0.75 b =45 pgrm)
PH 3§ etfp—Non e ar PO pH 10

MW Zh0ka

..
-
- B -
Transhiyretn "
3> ¢ & R
g m n
a ~ : Dg.gﬁc.afd
..-.’o . - -
k °“. F -

MW Sikd
Porosity gradent



Proteinas totales de Escherichia coli

El nUmero de especies resueltas aumenta con el tamafio del gel

X7 cm
859 spots

3 * - : '. ¢ o' :
18x20 cm . g -7 :
1804 spots . Y . s " &




2D PAGE sigue siendo el unico método que permite
resolver isoformas
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ProteGOmica comparativa

Analisis protedmico diferencial en higado de rata

CONTROL PANCREATITIS

b
o

Peso molecular aparente (KDa)

disulfuro isomerasa ER-60



ProteOmica comparativa, cambios en spot 3230
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a 015+
"’ - . - o " + @ |
0.104+=
.h- | - :
\ 005+
- |:|-- 1 11
abedef
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iCuidado!: incorrecto decir que no se expresa
Solo puedo afirmar que se reduce su expresion porque no la detecto.



Técnicas asociadas al estudio protedmico
Tecnologia 2D PAGE

Flujo de trabajo en la tecnologia 2D PAGE

. Primera Segunda Bioinfor-
Preparacion separacion »separacion s Lalelely

matica

Finalmente la identificacion de las proteinas:

Western blot, MALDI TOF, LC-MS/MS)



Descripcion de las metodologias
asociadas ala deteccion y
analisis de proteinas

Differential Gel Electrophoresis (DIGE)



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Flujo de trabajo en la tecnologia DIGE

Separacion Analisis Bioinfor-
por de

electrofore- imagen
Sis

Preparacion

muestras matica




Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Flujo de trabajo en la tecnologia DIGE

v' Organismos, tejidos, células o compartimentos
., subcelulares.
Preparacion

muestras v’ Hasta tres extractos proteicos, por ej. un

control y dos tratados, son marcados con
diferentes colorantes fluorescentes (Cy2, Cy3 y/o

Cy5), y luego son mezclados.



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Flujo de trabajo en la tecnologia DIGE

., Separacion v' SDS PAGE
Preparacion oor
muestras electrofore- v 2D PAGE

SIS




Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Test labelled Control labelled
with propyl-Cy3 with methyl-Cy5

| IEF

7

2D-electrophoresis

H X ™\ sps.Pace

E Cy3 E Cy5
Image A Image B




Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Flujo de trabajo en la tecnologia DIGE

. Separacion Analisis iainfor-
Preparacion P or e BlOlln.for
muestras 5 : matica
electrofore- imagen

sis

\ 4 \ 4

Adquisicion y Ordenado e
andlisis de imagen. interpretacion.




Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Sample 1 - condition 1 Sample 2 - condition 2 Cl “{ = @
protein extraction protein extraction

DN | -

fluorescence internal standard
i Cy3 Cy2 Cvs
CyDye labelling )
I i l O T N g @
2D gel g, .:,
electrophoresis i e s »
a0 ol

» Cy3: excitacion — 540 nm
emisiéon —590 nm

» Cyb5: excitacion — 620 nm

differential

analysis using

. % A
imaging software i '. : ;_;; '{‘)

DIiGE quantification

emision — 680 nm

-
e

Cy Dye Image



Electroforesis bidimensional de tejido tumoral humano. Extractos proteicos obtenidos a
partir de una muestra tumoral/ normal de cancer de colon fueron marcados con los
fluorocromos Cy3y Cy5 y sometidos a electroforesis bidimensional.

Las proteinas sobreexpresadas en tumores aparecen de color rojo, las reprimidas en

tumores frente al normal aparecen de color verde.



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Tecnologia DIGE

Ventajas

> Los colorantes fluorescentes tienen una respuesta lineal a la variacion en la

concentracion de proteinas sobre 5 ordenes de magnitud.
> Hasta tres muestras en un unico gel, elimina variacion gel a gel.

» Posee una sensibilidad del sub-nanogramo.

Desventajas

> Su principal desventaja es el alto costo involucrado en la adquisicion del

equipamiento y los reactivos necesarios, como los colorantes fluorescentes.

> Solo marca pocos residuos de Lys: algunas proteinas no se detectan.



Descripcion de las metodologias
asociadas ala deteccion y
analisis de proteinas

Electroforesis OFF gel



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Electroforesis OFF gel

Es una separacion por focalizacion
Isoeléctrica sobre una tira de
inmobilinas cubierta de una solucion.
Las proteinas o los péptidos se separan
segun su pl y se mantienen todo el

tiempo en la solucidon que cubre la tira.

_—
IPG gel strip
—_—




Muestra de partida

Cover seal

. J Una de las fracciones
Fractionation principle OFF Gel



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Electroforesis OFF gel

Separacion OFF Gel segun pl

7

Moléculas en solucion

7

MALDI TOF
HPLC LC MS-MS




Descripcion de las metodologias
asociadas ala deteccion y
analisis de proteinas

Espectrometria de masas



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

® Atomos o moléculas de una muestra son ionizados, con mayor frecuencia
positivamente, separados por su relacion masa/carga (m/z) y posteriormente

detectados y registrados.

@ Posee una alta especificidad en la determinacion del peso molecular de un
compuesto. Su sensibilidad es muy elevada permitiendo la deteccion de una Unica

molécula.

@ Aplicaciones en protedomica: Determinacion del peso molecular de la proteina
intacta, obtencion del mapa peptidico e identificacion de proteinas de muestras
biologicas (clinicas, alimentos, cultivos microbianos, plantas, etc.), identificacion de

polipéptidos y analisis de macromoléculas, polimeros, drogas y metabolitos.



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

Flujo de trabajo en la espectrometria de masas

Separacion N b=l loly Bioinfor-
de los y

iones registro

Preparacion \ lonizacion

muestra muestra matica




Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

Flujo de trabajo en la espectrometria de masas

v' La manipulacion de las muestras de proteinas debe

realizarse siempre con guantes de latex sin polvo, para

y evitar la contaminacion de muestras por queratinas.
Preparacion y ) ) )
muestra v Extraccion de proteinas totales de células, tejidos,

fluidos, muestras biologicas (clinicas, alimentos, cultivos
microbianos, plantas, etc).

v' Proteinas separadas en gel (1D, 2D).

v' Las proteinas deben ser convertidas en péptidos
mediante protedlisis, generalmente con tripsina.




Preparacion
muestra

Estacion Automatica de
picado de geles (Exquest
Spot Cutter - Bio-Rad)

Células, tejidos,
fluidos, muestras
biolégicas, etc.

y

Extraccion de proteinas —»
VT~

Digestion con tripsina

-

Destincidon

Reducciéon (DTT) y alquilaciin
(iodoacetamida)

Deshidratacion

Hidratacidon con tripsina y
digestion (37°C, ON)

Extraccion de los péptidos



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

Flujo de trabajo en la espectrometria de masas

v" Inonizacién por electrospray (ESI:

. L Electrospray ionization).
Preparacion \ lonizacion
muestra L » ]
IS v lonizacion por desorcion con laser

asistida por una matriz (MALDI: Matrix-

assisted laser desorption/ionization).




Vs Nobel Prize 2002 Y4 Nobel Prize 2002

o -,

MALDI Analisis muy rapidos, algunos instrumentos que se
encuentran en el mercado pueden procesar cien muestras

en menos de diez minutos.

Permite la determinacion de masas en un amplio intervalo,
se pueden medir desde péptidos de pequefia masa hasta

proteinas mayores de 100.000 Dalton (Da).

ESI constituye la mejor
interfaz cuando se acoplala
cromatografia de liquidos
(LC) o la electroforesis

capilar (CE) con MS-MS.

En muchos casos, se pueden
determinar masas
moleculares de
macromoléculas con una

precision de = 0,005%.



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

Flujo de trabajo en la espectrometria de masas

v' Analizador de tiempo de

vuelo (TOF: time of flight).

Separacion v' Los iones se separados por
de los
iones

Preparacion \ lonizacion

muestra muestra su relacion masa/carga (m/z).

v Se mide el tiempo que
necesitan los iones acelerados
para recorrer una distancia (L)
hasta que impactan con el

detector.




Deteccidn

y
registro
( MALDI-TOF: la relacion m/z suele ser
g equivalente a la masa molecular (m) del
Analizador Reflector 3
de masas @ i ini
! = analito, por lo que en el espectro tipico
Flight : :
(TOF) - ”< — se observa un solo pico predominante,
eteccion
de iones sk correspondiente a dicha masa.
— ©
©
k)
2
i’ = ESI-TOF: en el espectro se ven
o m/z .
Generacion \ ESI-TOF representados todos los jones
de iones
generados a partir del analito en sus
e ™ dif intensidades, d
Sl iferentes intensidades, de manera que
de masas se observan mudaltiples picos. En este
" Analito C::> <::> .
ser AN .
e A fonizado caso, la masa molecular del analito se
Q\'\ Matriz

. obtiene calculando la media de todas las

masas moleculares relativas de cada ion
MALDI-TOF ESI-TOF

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30:635-44 Obten |d0 .



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Espectrometria de masas

Flujo de trabajo en la espectrometria de masas

Separacion N b=l loly Bioinfor-
de los y

iones registro

Preparacion \ lonizacion

muestra muestra matica

¥

Busqueda en
base de datos




COMPONENTE

ETAPA

T Resultado (Espectro)

i h-;&l.”. L
Detector A T Deteccidn
~_
M“—-——ﬁ—_,# E
00
0 Y

Tubo de vuelo

Luz laser

Muestra cocristalizada
con matriz

BASES DE DATOS

Separacion;
Analizador TOF

-~
Aceleracion
A e e
Desorcidn/fionizacion
por laser asistida en
matriz (MALDI)
- MAIILAGGHSVRFGPKAF In-silico
AEVNGETFYSRWVITLESTNM (Iigeﬂjtinn
FNEITISTNAQLATQFKYPN
WWVIDDEMHNDKGPLAGIYTI —"
MEQHPEEELFFVVSVDTPMI
TGEKAVSTLYQFLY ...

Sequence
database entry

Micremess TofSpee 28

172474

&

1725 66

170500 ‘ f 73179
\

. w»-"ul'm Aol M Lrl'll‘)‘fﬂ' My

R

LN

|

174174

1754.70
‘ JREEEER)
i

!
W a1 HI bl W e ‘\Mﬂm My

172470

1731 75

1704 72

R

175468

T 7S ERLT EELT T7ad 175 1730 1755

17a0 17as 1750

1755 1750

Obtencidn de la huella peptidica
por espectrometria de masas MALDI-TOF

- MATT AGGHSVE

-FGPE

- AFAFVNGETFYSE

- VITLESTHMFMEIIISTHAQLATQFE
- YPNVVIDDENHNDE

Theoretical
proteolytic peptides

Ions peaklists

340 . 6950E6
E76. 96063
498 .B2B3
545 564
1171 .96T7066
261.107346
342 51458
456.727405

3 53’6 BI6S

Match

4

361.107346
338 .605086
676 . 96063
498 .8283
1045.564
1171 . 267066
342 51458
457 .827405
263 .268453

Theoretical

peaklist



Si no hay éxito en la identificacion...

En un primer analisis de masas (MS) se determina el valor m/z de los péptidos, y algunos de
estos son seleccionados de forma individual, aislados y fragmentados. Los fragmentos
generados se separan y analizan en un segundo analisis de masas, obteniendo el espectro

de fragmentacion o MS/MS de cada péptido.

protein peptides

Digestion lonization Isolation  Fragmentaton Mass
Analysis

. I'd
MS/ Isolation MS/MS

/
| i

m/z m/z m/z




F'rc:teinl[a]

Enz',rrnatlc

% dlgEEtlDl‘l

~MAITL AGGHSVRFGPEAF
AEVNGETRYSRVITLESTMM
FNEITISTNAQLATQFEYPN
VWVIDDEMHMDEGPLAGIYTI
MKQHPEEELFFVVSVDTPM
ITGEAVSTLYQFLY .

Sequence
database entry

Peptides

In-silico

N
\"*v

ﬁ-

digestion

#’

proteolytic peptides

- MAIILAGGHSYR

- FGPK

- AFAEVMNGETFYSR
- WVITLESTHNMFHNEIIIK
- YPNWVVIDDEMMDK

Theoretical

MS/MS spectra of

Ions peaklists

" 340 . 695066
peptides 67696063
498 B2E3
5 —- 545564
" 1171 . 96TOEE
L 261107346
At gl 347 51456
olk Lo d b 456 . 727405
353*53355
Match
In-silico “MAINLAG *
fragmentation] -malLA 3T a0Tae
MAIL 338 . 695086
q * 676.96063
-MaAll 496 . 5283
-Mal i045.564
- 1171 . 967066
M 347 51458
_ANILAG 457 827405
263 .268453
Theoretical _ Theoretical
fragmented peptides peaklist

Result:
ranked list of
peptide and
protein
candidates



Estrategias protedmicas

Muestras complejas, extractos proteicos (proteomas, subproteomas) ...

Protedmica Tradicional Protedmica “Shotgun”
Escuela Europea Escuela Americana
(en gel) (en solucion)
Separacion de Proteinas(1D-2D) Digestionde las proteinas
¥ ¥
Digestion de cada proteina Separacion cromatografica de péptidos
¥ ¥

MS y MS/MS LC-MS/MS



Especrtometria de masas

Estrategias protedmicas (protedomica tradicional)

‘ PROTEOLISIS

L 4 o

BUSQUEDAEN
BASE DE DATOS}




Especrtometria de masas

Estrategias protedmicas (protedomica tradicional)

Células, tejido, fluido

B
de datos




Especrtometria de masas

Analisis a gran escala mediante protedmica shotgun

?['J'-gc'l

electrophoresis
s e “

SDS-PAGE

Biological Sample Sample Fractionation Protein Mixture Protein Digestion >
-~
270\ .
= (TN N
O ——i
Peptide Mixture  Liquid Chromatography  Electrospray Ionization Mass Spectrometry >
NP, .

Isolate lons of Peptide Collide lons to Dissociate Collect Fragments inTandem M S>

g LSELIGAR ﬂ ..LSEGTSFR ..YGR192C
_IJ_I_I_I_LI_ z=2 XCorr=3.5 LSELIGAR YCGR204W
LSENLRK YGR208W
LSEPVHK... YGR209C...

Tandem Mass Spectra Peptide Identifications Confident Peptide List Assembled Protein List >




Técnicas asociadas al estudio protedmico
Espectrometria de masas

Tecnologia SELDI-TOF (Surface Enhance Laser Desortion
lonization Time Of Flight)

La mezcla de proteinas se coloca sobre una superficie modificada capaz de unir
la proteina a detectar (superficies de captura de acero inoxidable, aluminio o chips

de 1-2 mm de diametro).

Modificaciones de la superficie de captura:

1- Quimicamente activada (hidrofilicas, hidrofébicas, con metales de afinidad

inmovilizados, cationicas o anidnicas, etc.).

2- Uniones especificas (pueden usarse como moléculas capturadotas ADN,

anticuerpos u otras proteinas con capacidad de unir la proteina a detectar).



1- Colocar la muestra (suero, extracto de
tejido, etc.) sobre el array (captura de la
proteina a detectar).

2- Se realizan una serie de lavados cada
vez mas estrictos para eliminar las
proteinas que se unen a la superficie de
forma inespecifica.

3- Se aplica un tratamiento con EAM
(energy absorbing molecules) que hace
posible la posterior desorcion e ionizacion
de la proteina.

4- Luego las proteinas son desorbidas e
lonizadas por laser.

Se analiza el “Tiempo de vuelo” en el que
se mide el tiempo que cada proteina
lonizada tarda en alcanzar el extremo del
tubo. Este tiempo depende de la masa de
la proteina. El espectrometro de masas
nos permite aproximar la masa de la
proteina a detectar.

=
{

o

- e e W

- e o ae  am ms s

L | S o
{?m--._i(\ | L N
e wi o ke gl g
DD DDD
Sample Chromatographic
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Tecnologia ProteinChip” basada en SELDI"
*(Desabsorciénfllonizacién por Laser de Superficie Mejorado)

La muestra con las proteinas

Ap I | cacC | é N dal pacients ea pracesada § |7 ) , | :‘ Las proteinas de la

sobre la matnz ProteinChip 3
. _ ) 1 L vt 3 E :'nuasl'.ra EE unen a s
-‘; 90 - _-?_ H *-i', ,_*]1_ 7) anzuelos" guimicos o
Lt a las "zonas de amarre”

Identificacion de niX
o biolégicas situadas
sobre la superficie de

picos de proteinas
la mattiz ProteinChip.

expresadas Las proteinas de
) ] interés aparecen an
diferencialmente en rojo.
_ Se lavan las sustancias sobrantes 4 1 1 1 4 1
suero de pacientes para eliminar el ‘tuida” de la muestra ~+ T 10 1/
con cancer de :
Paciente

ovario comparadas El |aser ioniza Jas proteinas retenidas | |~ [nacated

] para delectar su [peso malecular
con paclentes aasidiie el
I A PP > f Peso Malecular

sanos (Petricoin et Control
al., 2002).

l

Feso Malecuilar

El software revela la expresion de la
proteina marcadora {en rojo) en la muestra
del paciente al compararla con la muestra control




Descripcion de las metodologias
asociadas ala deteccion y
analisis de proteinas

Microarreglos o chips de proteinas



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Microarreglos o chips de proteinas

* Perfiles de expresion diferencial de proteinas.

 Interacciones proteina-proteina (interactoma).

Se pueden clasificar en:

Analiticos: moléculas de naturaleza proteica (enzimas, péptidos,
anticuerpos, antigenos, pequefias moléculas sintéticas, etc) son

inmovilizadas sobre un soporte solido.

Funcionales: un subconjunto o el proteoma completo es utilizado para

hacer el array.



Técnicas asociadas al estudio protedmico

Microarreglos o chips de proteinas
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