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NEI TESSUTI UMANI

» 32000 geni predetti

« 260 differenti tipi cellulari

 piu di 1’000'000 di proteine

* NON TUTTI | GENI SONO ESPRESSI NELLO STESSO MOMENTO IN TUTTE
LE CELLULE

ORGANELLE % Total cell | Number / cell Gene
volume product
Plasma membrane 2 1 1000-1500
Golgi 1 1 1000-1500
ER 15 1 1200-1800
Peroxisome 1 250 500-600
Endocytic-lysosomal 4 1000 2000-3000
compartements
Mitochondria 12 1500 3000-4000
Nucleus 10 1 2500-3500
Cytosol 55 1 8000-10000

J. Bioinf. Comput. Biology 1 (1) 183-200, 2003




mass spectrometry

20 gel electrophoresis

nucleotide sequencing
ESTs/genome scale

chip-based
approaches

complex mixture analysis
LC-MS(/MS)

1 EJQD '/ 1 EIEI'Er EDDE
algorithms

genetic approaches

Nature genetics 33, 2003, 311-23



Finalita

e relazione con malattie genetiche

 interazioni Proteina-Proteina e Protein-Cellula

e identificazione di nuovi target proteici dei farmaci
 studi tossicologici “in vitro” and “in vivo”

e confronto tra tessuti normali e affetti da patologie

e confronto tra malattia e trattamento farmacologico
 studi delle modificazioni post-traduzionali
 identificazione di markers patologici nei fluidi biologici

e analisi di tessuti e fluidi tumorali

e identificazione di nuovi vaccini antigenici
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rpreparazione del campione

Arricchimento 2D - PAGE

Solubilizazione
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Prima parte a + 4°C

Campione (usare buffer molto semplici con inibitori delle proteasi!!!)

Purificazione/estrazione -

micro-dialisi (molto lunga)

precipitazione con TCA (scarsa efficienza)

precipitazione con Acetone (buona)

precipitazione con TCA in acetone (scarsa efficienza)
precipizione con metanolo-cloroformio (solo per piccoli volumi)
precipitazione con tributil fosfato-acetone-metanolo (buona)
liofilizzazione (buona)

Kit commerciali

Quantificazione con metodi spettrofotometrici

Presolubilizzazione
(solo per campioni ricchi in lipidi e
condizioni denaturanti)

SDS - tensioattivo
DTT — agente riducente

=) Denaturazione (95°C x 57)



Seconda parte a RT al buio r

Zwitterionic
CHAPS
r CHAPSO

r 1-4 M Urea Sulfobetaines
NATIVA 1 1-4 % Detergente [W/V]* T noN-ionic

0.5 - 2 % Anfoline [w/v] NP-40

Triton

1 _ Tween
Solubilizzazione _ Brij

(7 -9 M Urea and 0.5 -2 M Tiourea

DENATURANTE 4 1 -4 % Detergente [w/v]*
- 0.5 - 2 % Anfoline [wi/V]

DTT-DTE 10 - 100 mM

Agente Riducente { TBP 5 mM
) TCEP 10 mM

Eliminazione della parte
insolubile dal campione
(14000g X 5’) e trasferimento del
surnatante in un nuovo tubo

I

: . lodoacetammide
alchilazione







‘ ldratazione over night delle strip

4

1 Buffer di idratazione
2 Apertura della strip
3 Matrice polimerica della strip a

BUFFER DI IDRATAZIONE




Focalizzazione
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IPG pH range




Seconda Dimensione
SDS-PAGE




:'Equilibratura della strip

1

1 Buffer di equilibratura nel canale scelto
2 Matrice polimerica della strip a contatto con il buffer di equilibratura

3 Incubazione 30’ a RT in bascula

[ Urea 6M

BUFFER DI EQUILIBRAZIONE = SDS 1%

Tris-HCI 50mM

Glicerolo 30%

blu di bromofenolo in tracce

S










COOMASSIE SYPRO-RUBY SILVER

5-10 ng

IIINE I SENSIBILITY mmmsl)




Limite
Colorazione della
detection

Range Compatibilita
dinamico con la
lineare Spettrometria
di Massa

Sali di Rutenio

1-1000 nA

Silver Stain

Sypro Ruby

Coomassie




Variabili sperimentali

Tipo di campione

Tipo di purificazione del campione

Tipo di detergente utilizzato - MAPPA 2D

Condizioni di solubilizzazione
Uso di materiale pulito e dedicato

Abilita dell’'operator

RISOLUZIONE -

e

—

Gradiente di pH impiegato nella IEF
Dimensione delle strip/gel impiegati

COSA SCEGLIERE?

Tipo di Colorazione




Detergente CMC [mM] Mr [Da] Mr micella Struttura

[Da]
i
CH4(CH.),,CH,0—S—ON
Sodium dodecyl 8 288 18000 5(CH3)1oCH; ) a
sulfate
Sodium deoxycholate 1-4 415 4200
CHAPS 8-10 615 6150
CHAPSO 8-10 631 6940
o
CH, —% -0
[o]
Zwittergent 3-14 0.3 364 30000 CH,
CH,
CHZI\}(JSHQ(CHZ)HCHa
&h,
Brij 35 0.09 1168 CHyo(OCH,CH)nOH
n~23
CH3 CH3
NP-40 03 603 cry—C e, ¢, ,(:;O (OCH,CH;)OH
CH3 CH3
x=9-10 (avg.)
Triton X-100 0.3 650 90000 CaH,- @ (OCH,CH,JnOH
n~10
Tween 20 0.059 1228 HO(CHZE H O (B HEE DN

o TEHOC H EHarOH a]
| 1

CHe O (CHz CHz OF1 CHy CHy 0—C —CHACHZeC Hy -

Sum of i+ x+y +z=20



Scelta del detergente

Loty

2% Plantacare

2% Brij 58 Brij 1% Triton X-100

Sylvie Luke et al. Proteomics 2003, 3, 249-2!



Analisi dell'immagine
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2D classica su plasma

PLASMA

Equalizzazione del
campioni plasmatici
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ANALISI AL SOFTWARE

Variazione

itativa di 10 spots

titativa di 36 spots




Fluorescence 2D difference gel electrophoresis: DIGE

D ()
E - Miscela dei 2 estratti - E

Estratto proteico 2

Estratto proteico 1
Legato al fluorocromo 2

Legato al fluorocromo 1

Elettroforesi 2D
e immagine

A di eccitazione 1 A di eccitazione 2

Sovrapposizione delle Quantificazione del dato

2 immagini
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| Systems analysis of transcriptome and proteome in retinoic acid/arsenic trioxide-
iInduced cell differentiation/apoptosis of promyelocytic leukemia . Proc Natl Acad
Sci U S A. 2005 May 24,;102(21):7653-8

Leucemia promielocitica acuta

e causata da traslocazione t(15;17)(q22;21) NO retinoic acid pathway
oformazione della proteina di fusione PML-RARa

NO differenziazione granulocitica

attivazione del RA pathway

Terapia: somministrazione di acido retinoico A
induzione maturazione granulocitaria

distruzione di PML-RARa via
| Ubiquitina/Proteasoma




Proteine del citoscheletro

Proteine coinvolte nel signal trasduction
Upregolazione — Attivazione del Calcio signaling
Controllo del ciclo cellulare

TF




Proteomic Profiling Identifies Afamin as a Potential Biomarker for Ovarian
Cancer. Clin Cancer Res. 2007 Dec 15;13(24):7370-9.

Control pool

Ovarian cancer Normal pool
Significativa downregolazione delle
—

isoforme di Afamina (a-albumina)
nei tessuti tumorali
di pazienti affetti
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