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2D: Separacao Bidimensional

2 Dimensoes Bioquimicas
no Diagnostico Alergologico

Luis Martins
Dep Med Vet e ICAAM - UE




2D: Separacao Bidimensional

e Objectivo:
ldentificar e Caracterizar Alergénios

* Via:
Apresentacao das proteinas separadas ao
reconhecimento pelas Ig




2D: Separacao Bidimensional

 Fontes Alergénicas




2D: Separacao Bidimensional




2D: Separacao Bidimensional

e 32 Padronizacao dos extractos

Remocao de insoluveis

A\




2D: Separacao Bidimensional

e 492 Separacao das proteinas de acordo com 2
propriedades , sucessivamente

i) Ponto Isoeléctrico (pl) - IEF

Aplicaghio Focalizacgho
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ii) Massa Molecular (kDa)
— SDS PAGE Bidimensional

pH3

Focalizagao
isoeléctrica (IEF)

H 10
Aplicagao do 1° ge/ P
sobre o 2°

pH 3 ,/ pH 10
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2D: Separacao Bidimensional

e 52 Deteccao das “spots” proteicas, por coloracao e por
Western Blot com Identificacao de Alergomas e
caracterizacao de Espectrotipos

Western Blot 2D Separacao 2D corada

PM (kDa]




2D: Separacao Bidimensional

e Permite: | - Elevada Definicao de Separacao




Diferenciar os espectrotipos individuais proximos na 1D
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In Allergome: the characterization
of allergens based on a 2D gel
electrophoresis approach. Chardin
H, Peltre G. Expert Rev. Proteomics
Silver staining (2005) 2(5): 757-765.




Relacionar expressao de alergénios com o estado da fonte

475 5.65 7.3 83 106 475 5.65 73 83 10.6

Extracto A B
Prick
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Extracto C D
Manufacturados

In Allergome: the characterization
of allergens based on a 2D gel
electrophoresis approach. Chardin

. i i _ H, Peltre G. Expert Rev. Proteomics
Silver staining (__Anti-Hevb 1 mAB ] (2005) 2(5): 757-765.




2D: Separacao Bidimensional

Melhorar consideravelmente a identificacao da pequena porcao do

proteoma constituida pelos alergénios

Relacionar comportamentos clinicos com reconhecimento molecular
Aprofundar a necessaria relacao entre diagndstico in vitro e in vivo
Contribuir para a utilizacao de imunoterapia mais dirigida e eficaz

Evoluir para Micro- ou Nanotecnologias, no principio do

reconhecimento da diversidade alergénica intra-especifica

Melhorar consideravelmente o diagnodstico alergologico, passo essencial

para uma verdadeiramente eficaz terapia alergénio-especifica




QOutra vez a
Primavera!
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