Analisis de cxPresic’)n/mocliFicacién
diferencial de Protex’nas mediante
electroforesis bidimensional

O}?Jetivo

Contar “mi experiencia” como usuario de electroforesis
bidimensional.

Que sea de utilidad.
Aspectos generales.

Caso particular: cardiopatia hipertensiva.

Expresién diferencia

» Problema fundamental en biolgia.
 Desarrollo de importantes metodologias en torno a
este problema:
» Genomica
» protedmica

Estrategxa Proteomlca

* Separar:

» La mas utilizada: electroforesis bidimensional.

» Alternativas: cromatografia bidimensional (lo
mas comun a nivel de péptidos (MudPIT),
pérdida de informacion PTM).

* Identificar:

» Espectrometria de masas.

[ lectroforesis bidimensiona

Inconvenientes: Ventajas:
* No “high throughput” * Resolucion
* Proteinas basicas * Nivel de proteina
* | Proteinas de membrana ¢ Informacion PTM
« ! Proteinas poco abundantes » Cuantitativo

 Falta de reproducibilidad
* Andlisis laborioso

Cambio de filosofia:

Antes: “no manipular para tener todas las proteinas de la muestra y
no perder nada”

Ahora: “manipular porque no es posible ver todo”

Mejjora tecnolégica

Reproducibilidad:

+ La mayoria de las veces los problemas estan en
la parte “no proteica” de la muestra.

» Una vez se “limpia” los resultados suelen ser
reproducibles, de buena calidad y “aplicabilidad
general”. (Es posible que se pierda “la
proteina” clave del universo? Si, pero...

Analisis laborioso:
* Metodologia DIGE (Amersham/GE).




Mejora tecnolégica

Arabi

membranas eritrocitp

Clardiopatia hiper’tcnsiva

* Modelo de rata espontaneamente hipertensa (SHR).
« Control rata Wistar-Kyoto (WKY).

« Objetivo: identificar diferencias en el miocardio hipertrofiado.

Miocardio
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f Pro‘b-fe%l‘afs: s.ensibiliad, proteinas muy abundﬁn#
1 no demasiado reproducible. " )
Nos llevo a la tincion con plata y al fraccionamiento.

(_ardiomiocitos

Cardiomiocitos

Extraccié
fraccion citosélica

Extraccién
de membranas

Extraccion
fraccion nuclear

(_ardiomiocitos

Cardiomiocitos

Mejoras:

* Mayor numero de spots,
aunque algunos sean
repetidos.

« Cierta informacion sobre
la localizacion subcelular.

.. Citoesqueleto Niicleos

Analisis

Resultados

Problemas: ) SHR>WKY | SHR<WKY
* Muy laborioso
* Muy subjetivo Citosol 5 12

(variabilidad incluso Membranas 18 3

con uno mismo) Nicleos 2 27
 Estadisticamente no Citoesqueletos 4 7

muy solido Totales 29 48




N\etoc‘lologia I>lC1 I

. Qué aporta esta metodologia?
* Mejora tecnoldgica: fluoréforos
* Marcaje por separado
« dos muestras en un mismo gel
« estandar interno.
* Mejora en cuanto al concepto:
* Se requiere una planificacion (esto se deberia
hacer siempre, pero...).
» Practico: emplear el menor tiempo posible con el
maximo de proteinas.

F ttan™ DI|GE. system

Pooled internal
standard Cy2
label with Cy™2 /
Protein extract 1 | 6y3
label with Cy3 : SOl R e
Protein extract 2 \ =
label with Cy5 Cy5 (5
: DeCyder™
Mix labelled 2-DE Typhoon™ Differential
extracts separation Variable Mode Analysis
Imager Software

Ventajas “inmediatas”:

» Las dos muestras se analizan en el mismo gel: el match es automatico.

* Co-deteccion: se cuantifica sobre un area del gel idéntica: mejor comparacion.

« Estandar interno: se usa en todos los geles, idéntica referencia en todos los
€asos.

Cy5
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DCC:EjClCrTM EDA Analgsif
Hierarchical Cluster analysis (HCA)

Creacion de un set de
datos para analizar:

HCA indica que hay 715*
proteinas que se pueden
separar en 2 clusters
distintos. 206 proteinas
estan aumentadas y 506
disminuidas.

*S6lo proteinas con un t-test de p<0.05
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DcngérTf\/\ EDA Ana!gsis

‘:)E_xisten su})grupos en el grupo 1?

Ejemplo: aparicion del spot 2247.
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DngclerTM EDA Analysis

Seleccién de marcadores

Marcadores potenciales

- T que podrian ser utilizados
LA 1 t“a.i" - . para predecir el grupo al
_‘.3“".; P v - " que pertenece una
sigeels | R e muestra.

DeCyclerTM Ditterential Ana]ysis
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