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Técnicas, aplicaciones y dificultades
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Protedmica: ¢Qué es? é¢Para que sirve?

e Gendmica Conocer el proteoma de un
organismo es tener una imagen

dinamica de todas las

proteinas expresadas por
ese organismo, en un momento
dado y bajo determinadas

' s condiciones concretas de
Letabo“to tiempo y ambiente.
\\
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e Transcriptomica

e Protedmica
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Protedmica: ¢Qué es? éPara que sirve? l

Complejidad Grado de estudio

g
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¢ Protedmica diferencial?

e Enfrentar al organismo a dos ambientes
diferentes y comparar los proteomas
— Obtener proteomas reproducibles
— Cuantificar proteinas en cada ambiente
— Comparacion estadistica (réplicas)
— ldentificacion de diferencias
— Inferir respuesta bioldgica
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Técnicas: alta resolucion

Electroforésis 2D Cromatografia 2D
 |EF-SDS-PAGE * iTRAQ
— DIGE e SILAC
— Standard e ICAT
e BN-SDS-PAGE

e Label-free proteomics

BAC-gels
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Flujo de trabajo
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Flujo de trabajo

Electroforésis 2D: cuantificas proteinas
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Cromatografia 2D: cuantificas péptidos

Identificacion
+

Estadistica

Digestion 2D-LC
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Electroforesis Bidimensional
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Electroforésis Bidimensional
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Si todo va bien...

Control

10 pM Cd 100 pM Cd

I Protein Extraction and 2-DE I
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Control

Image Analysis
MS protein |dentification
Pathway Analysis

[

10 uM Cd

100 uM Cd

Plant Stress Plant Stress

"EL L] |

J Coll Wall

The 2-DE based proteomic
approach allowed assessing the
main metabolic pathways affected
by Cd toxicity in tomato in two
different Cd concentrations
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Si todo va bien...
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Changes induced by two levels of cadmium toxicity in the 2-DE} .
protein profile of tomato roots PROTEOMICS
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El camino para tener un buen gel...
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IEF-SDS-PAGE
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Problemas mas comunes

e Baja cantidad de
proteina

— Optimizar protocolo de
extraccion

— Mejora del buffer de
solubilizacion

— Cambiar de tincion o
tamano de geles
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Problemas mas comunes

e Arrastre Horizontal: problemas de IEF

— Contaminacion de sales o lipidos
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Problemas mas comunes

e Arrastre Vertical: problemas SDS-PAGE
— Mejorar incubacion pre-SDS-PAGE
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Problemas de la técnica

e Reproducibilidad
— Variabilidad de hasta el 40%

e Necesidad de ser estricto

— Estandarizacion maxima del protocolo

e Desde la extraccion hasta la tincion

— Estricto control de manejo de datos

e Escaneado y tratamiento de imagen reproducible

— Control estadistico

e |[nputacion de datos perdidos, diferencias significativas
e—a N :
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Mejoras de reproducibilidad: DIGE

Protein extract 1
label with Cy3

labelled
extracts

Typhoon™ DeCyder™

2-DE Variable Differential
separation Mode Imager Analysis
Software
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Mejoras de reproducibilidad: DIGE

e Alto coste
* Reactivos
* Equipos
* @Gasto continuo
Brotain extract 4| ¢ Interferencias
label with Cy3 e ConDTT
e Peor solubilizacion
e (Calidad de los geles
* Identificacion
e Movilidad distorsionada

e Menor cantidad on™  DeCyder™
- - able Differential

extracts separation Mode Imager Analysis
Software
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Problemas de la técnica

e Proteinas de membrana

— Las proteinas integrales de membrana se
solubilizan mal en los buffers de IEF

e Soluciones: complicado...
— Técnicas mas dificilmente reproducibles

— Dificultad de conseguir resultados y muestras
homogéneas

e _N )
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Proteinas de Membrana

BN-SDS-PAGE BAC-Gels

16-BAC/SDS-PAGE
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Datos que obtenemos

e Dependiendo del tamano de los geles y |a
complejidad de la muestra

— Entre 200 — 1000 spots individuales
— 15-20% varian en intensidad = 40-150 diferencias

e Mayoria de identificaciones son proteinas
solubles

— Procesos metabadlicos afectados

e |[magen global de la respuesta, pero descriptiva
— Solo cantidad de proteina, no actividad/funcion

e Revistas especificas de protedmica

= N
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¢Quée utilidad tiene? Enfocar

-Fe + CaCO,

Riboflavin Biosynthetic Pathway

mRNA Protein  Metabolite | Nitrogen
Recycling
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Cromatografia Bidimensional

e Cuantificas péptidos:
— Técnicas de Marcaje: iTRAQ, SILAC, ICAT
— Label-free

i~ .
® . Identlflcacmn
Extracto Digestion 2D-LC
Estadlstlca
ﬁOO“
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Ventajas

N ETER Inconvenientes

e Numero mayor de proteinas ¢ Alto coste de equipaciony

G EIAEI ER reactivos marcados
— 3000-5000 — Marcadores

e Aparecen también — Cromatografo 2D
integrales de membrana — MS de alta resolucion

e Menor cantidad de muestra
necesitada

e Mas reproducible
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Problemas

e Se ven proteinas de membrana

— Pero suelen ser fragmentos o degradaciones

e Problemas de solubilizacion
— |EF

 No idnicos pero desnaturalizantes

— Cromatografia 2D

e Compatible con digestion (nativo) y con marcaje

PN )
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Protedmica: Problemas teoricos

e Genodmica

e Transcriptomica

e Protedmica
Nucleus Cytosol

. . : L_ ____________
el e Metabolomica S —

translation !
control

transcriptional RNA
control processing transport
) control control | (act ive}

protem
post-

translational
control | = le--------
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En resumen: Integracion

[t'S
a Snake!

Uhe blind men awd the elephant. Poem by John Godfrey Saxe
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iGracias!
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