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An&aacute;lisis comparativo de diferentes aproximaciones para el estudio del proteoma
de Saccharomyces cerevisiae
Dolores Guti&eacute;rrez1, M&ordf; Luisa Herna&eacute;z1, Montserrat Mart&iacute;nez-Gomariz1, Mar&iacute;a Posada1, Concha Gil2
1
2
8QLGDGGH3URWHyPLFD8QLYHUVLGDG&amp;RPSOXWHQVHGH0DGULG3DUTXH&amp;LHQWt&iquest;FRGH0DGULG8&amp;03&amp;0
Departamento de Microbiolog&iacute;a II. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid
En los &uacute;ltimos a&ntilde;os el gran desarrollo de los
espectr&oacute;metros de masas y las t&eacute;cnicas de fraccionamiento de p&eacute;ptidos y prote&iacute;nas ha permitido el
estudio de muestras complejas de prote&iacute;nas. A pesar
de ello a&uacute;n estamos lejos de conseguir el an&aacute;lisis
completo de proteomas o subproteomas.
Saccharomyces cerevisiae es un organismo modelo desde el inicio en prote&oacute;mica, para estimar la
capacidad real de una tecnolog&iacute;a dada en el estudio
profundo de un proteoma. Adem&aacute;s, cuando esta
levadura esta creciendo en fase logar&iacute;tmica hay evidencias de que m&aacute;s de 4500 prote&iacute;nas son expresadas en un amplio rango din&aacute;mico, desde 100 copias
por c&eacute;lula para aquellas prote&iacute;nas menos abundantes
hasta millones de copias por c&eacute;lula para las prote&iacute;nas m&aacute;s abundantes. En la actualidad, se ha cubierto
m&aacute;s del 50% de su proteoma, aplicando diferentes combinaciones de fraccionamiento y diferentes
equipamientos de espectrometr&iacute;a de masas [1]
La electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D-PAGE) ha demostrado ampliamente su utilidad en la capacidad de separaci&oacute;n de
prote&iacute;nas aportando gran informaci&oacute;n acerca del
contenido proteico celular [2]. Sin embargo, presenta algunas desventajas importantes, como la
limitada cantidad de muestra que se puede cargar
en el gel, y la inadecuada resoluci&oacute;n de prote&iacute;nas
hidrof&oacute;bicas o de elevado peso molecular. AlterQDWLYDPHQWH ODV WpFQLFDV FURPDWRJUi&iquest;FDV SDUD OD
separaci&oacute;n de p&eacute;ptidos y prote&iacute;nas permiten reducir
la complejidad de la muestra y aumentar el n&uacute;mero
GHSURWHtQDVLGHQWL&iquest;FDGDV
La t&eacute;cnica de separaci&oacute;n mediante isoelectroenfoque en soluci&oacute;n resuelve prote&iacute;nas o p&eacute;ptidos en
funci&oacute;n de su punto isoel&eacute;ctrico (pI). Las fracciones
resultantes est&aacute;n en soluci&oacute;n lo que permite acoplarlas a un segundo paso de fraccionamiento como
cromatograf&iacute;a l&iacute;quida y su posterior an&aacute;lisis por
espectrometr&iacute;a de masas en tandem (MS/MS). Esta
metodolog&iacute;a parece altamente efectiva y reproduciEOHVLHQGRLQFOXVRFRPSDWLEOHFRQODFXDQWL&iquest;FDFLyQ
de prote&iacute;nas por marcaje con iTRAQ [3].
En este trabajo hemos dise&ntilde;ado cuatro aproximaciones prote&oacute;micas diferentes en los que se
combinan diversas t&eacute;cnicas de fraccionamiento y
an&aacute;lisis por espectrometr&iacute;a de masas para comparar
la capacidad de las distintas estrategias para la caracterizaci&oacute;n del proteoma de esta levadura (Figura
1). Los experimentos se detallan a caontinuaci&oacute;n:
Experimento 1: Prote&iacute;nas intactas son separadas
mediante isoelectroenfoque, utilizando tiras de 12
cm con un rango de PH de 3-10 con una resoluci&oacute;n
de 0.6, seguido de digesti&oacute;n tr&iacute;ptica de cada fracci&oacute;n
y nano-RP-HPLC acoplada on-line a ESI-MS/MS
(LTQ) y off-line a MALDI-MS/MS (4800 MALDI72)72)GH$SSOLHG%LRV\VWHPVSDUDODLGHQWL&iquest;FDci&oacute;n de prote&iacute;nas. Experimento 2: Digesti&oacute;n tr&iacute;ptica
del extracto proteico seguido de separaci&oacute;n de los
p&eacute;ptidos seg&uacute;n pI mediante Off-Gel usando las mismas tiras que para la separaci&oacute;n de prote&iacute;nas. Las diferentes fracciones se separaron mediante RP-HPLC
acoplado a MS/MS de la misma manera que en el
experimento 1. Experimento 3: Digesti&oacute;n de prote&iacute;nas seguida de cromatograf&iacute;a bidimensional off-line
(SCX y nano-RP-HPLC) acopladas a espectrometr&iacute;a
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Figura 1. Esquema de trabajo de los cuatro experimentos
de masas en tandem en la misma forma que los experimentos anteriores. Experimento 4: Separaci&oacute;n
de prote&iacute;nas mediante SDS-PAGE. Se corta el gel en
12 bandas, cada una de &eacute;stas se digiere por separado
y los p&eacute;ptidos extra&iacute;dos se analizan mediante nanoRP-HPLC y espectrometr&iacute;a de masas en tandem
como se ha detallado anteriormente.
/D &iquest;QDOLGDG GH HVWH HVWXGLR HV FRPSDUDU HO
efecto de las cuatro estrategias en relaci&oacute;n a la
LGHQWL&iquest;FDFLyQ GHO SURWHRPD GH S. cerevisiae y
analizar la capacidad de las distintas t&eacute;cnicas de
fraccionamiento para detectar prote&iacute;nas de baja
abundancia. Este estudio nos facilitar&aacute; informaci&oacute;n
para decidir cu&aacute;l es la aproximaci&oacute;n de elecci&oacute;n,
con la tecnolog&iacute;a que disponemos, para el an&aacute;lisis
de mezclas complejas.
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Proteored.
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