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La complejidad del organismo no esLa complejidad del organismo no esLa complejidad del organismo no es La complejidad del organismo no es 
explicable por el número de sus genesexplicable por el número de sus genes

23 00023 000



““Cellular reality is more elaborate than the Cellular reality is more elaborate than the 
dreams of even the nucleus itselfdreams of even the nucleus itself””

Anderson et al,Anderson et al,
Electrophoresis 19, 1853 (1998)Electrophoresis 19, 1853 (1998)



N d lN d lNada es lo que parece…Nada es lo que parece…

••Paradoja de los pocos genesParadoja de los pocos genes

••Humano: 98% homología con chimpancéHumano: 98% homología con chimpancé

•• Empalme alternativo en Empalme alternativo en ≈ 40% de los genes ≈ 40% de los genes 

Más de 350 modificaciones químicas (Más de 350 modificaciones químicas (proteinaproteina tau: 96 variantes)tau: 96 variantes)••Más de 350 modificaciones químicas (Más de 350 modificaciones químicas (proteinaproteina tau: 96 variantes)tau: 96 variantes)

••Abundancia de proteína no correlaciona con abundancia deAbundancia de proteína no correlaciona con abundancia de mARNmARN••Abundancia de proteína no correlaciona con abundancia de Abundancia de proteína no correlaciona con abundancia de mARNmARN



Las nuevas preguntas…Las nuevas preguntas…

• Qué proteínas se expresan , en qué cantidad y en qué 
condicionescondiciones 

• Dónde se ubican

• Cuál es su tiempo de vida

• Cuál es su función

• Cuál es su relación con otras (redes de interacción• Cuál es su relación con otras (redes de interacción, 
¨interactomas¨)

Biología de sistemasBiología de sistemas



Bi í i t di i lBi í i t di i l óó

Los métodos:Los métodos:

* Acumular material de 
tid ( )

Bioquímica tradicional:Bioquímica tradicional:

* Material de partida mínimo 
(microgramos)

ProteómicaProteómica::

partida (gramos)  

•Múltiples etapas de

(microgramos)

* Resolución simultánea de•Múltiples etapas de 
purificación

 Resolución simultánea de 
miles de especies en pocas 
etapas o identificación sin 
separación

* La identificación requiere de 
la proteína pura

* Identificación de  miles de 
i iespecies en un experimento

Avalancha de datos                 BIOINFORMATICAAvalancha de datos                 BIOINFORMATICA



LaLa complejidadcomplejidad analíticaanalítica enen laslasLa La complejidadcomplejidad analíticaanalítica en en laslas
muestrasmuestras de de proteínasproteínas



La complejidad analítica de las proteínas se debe a:La complejidad analítica de las proteínas se debe a:

Número de especiesNúmero de especies

Distribución Distribución subcelularsubcelular de variantesde variantes

Diversidad de:Diversidad de:

Tamaño y formaTamaño y forma

Carga eléctricaCarga eléctricagg

HidrofobicidadHidrofobicidad

AbundanciaAbundanciaAbundanciaAbundancia



La La complejidadcomplejidad del del proteomaproteoma::

EmpalmeEmpalme alternativoalternativo: un gen produce : un gen produce variosvarios
transcriptostranscriptos y y variasvarias proteínasproteínas ((secuenciassecuenciaspp yy pp ((
diferentesdiferentes..

ModificacionesModificaciones post post traduccióntraducción: : UnaUna proteínaproteína
puedepuede presentarpresentar muchasmuchas variantesvariantes, , cadacada unauna

difi idifi i í ií i di ti tdi ti tcon con modificacionesmodificaciones químicasquímicas distintasdistintas..



Más de 400 modificaciones diferentes Más de 400 modificaciones diferentes ((www.DeltaMass.orgwww.DeltaMass.org))

Acido isoaspártico?Acido isoaspártico?

Proteólisis? Proteólisis? 

Metionina Metionina 
procesada?procesada?

Desamidación?Desamidación?

Fosforilación?Fosforilación?

Extremo C 
intacto??

H2N-M-G-F-P-T-K-N-G-S-Q-E-A-V-K-Y-H-M-R-C-P-K-V-F-S-D-C-N-COOH

Oxidación?Oxidación?

Extremo NExtremo N--
bloqueadobloqueado

?? Asn glicosilada?Asn glicosilada?

Cys libre?Cys libre?
SS--S Puente?S Puente?

?? Asn glicosilada?Asn glicosilada?

Si: se expresa 1/3 del genoma humano y hay promedio de 10Si: se expresa 1/3 del genoma humano y hay promedio de 10Si: se expresa 1/3 del genoma humano, y hay promedio de 10  Si: se expresa 1/3 del genoma humano, y hay promedio de 10  
modificaciones por modificaciones por proteinaproteina,  ,   100,000 variantes / célula100,000 variantes / célula



La La complejidadcomplejidad de un de un organismoorganismo estáestá relacionadarelacionada con con p jp j gg
la la complejidadcomplejidad de de susu regulacionregulacion geneticagenetica y y susu proteomaproteoma

La La expresiónexpresión de de proteínasproteínas eses dinámicadinámica: : 

cantidadcantidad expresadaexpresada,,cantidadcantidad expresadaexpresada, , 

tiempotiempo de de vidavida de la de la moleculamolecula, , 

distribucióndistribución en laen la célulacéluladistribucióndistribución en la en la célulacélula, , 

tipotipo y y númeronúmero de de dede modificacionesmodificaciones......



Número de especies:Número de especies:pp

Genoma humano: aprox. 23,000 genesGenoma humano: aprox. 23,000 genesp , gp , g

Si 1 / 3 del genoma se expresa (8,000 genes) y hay 10Si 1 / 3 del genoma se expresa (8,000 genes) y hay 10Si 1 / 3 del genoma se expresa (8,000 genes) y hay 10 Si 1 / 3 del genoma se expresa (8,000 genes) y hay 10 
modificaciones / proteína, modificaciones / proteína,  80,000 especies / 80,000 especies / célula.célula.

Ej.:Ej.: Hsp27: identificadas 34 especies Hsp27: identificadas 34 especies 

Proteína tau: 96 especiesProteína tau: 96 especies

PERO: en tejidos 5% de las especies constituyen 80% de la PERO: en tejidos 5% de las especies constituyen 80% de la 
masa de proteínas:masa de proteínas: problema del rango de expresiónproblema del rango de expresión



El rango dinámico de expresión

No. copias por célulap p

Alta:      10,000,000 

Media:       100,000

Baja:              1,000

Actualmente es posible identificar proteinasActualmente es posible identificar proteinas 
expresadas en menos de 50 copias por célula



El reto del rango dinámico:El reto del rango dinámico:

Por ej: Detectar y cuantificar 1 analito en suero a 10 pg/mL 
en presencia de albumina (1010 pg/ml)

Abundancia no es sinónimo de importancia



SubproteomasSubproteomas: : unauna forma de forma de simplificarsimplificar el el 
t dit di d ld l ttestudioestudio de los de los proteomasproteomas

Una posibilidad es abordarlo a través de Una posibilidad es abordarlo a través de subproteomassubproteomas, , 
subconjuntos de proteínas definidos por alguna subconjuntos de proteínas definidos por alguna 
propiedad común por ejemplopropiedad común por ejemplopropiedad común, por ejemplo, propiedad común, por ejemplo, 

 la ubicación la ubicación subcelularsubcelular (ej. (ej. subproteomasubproteoma nuclear, nuclear, 
proteomaproteoma secretado) secretado) 

 o el tipo de modificación presente (ej. o el tipo de modificación presente (ej. fosfoproteomafosfoproteoma, , p p ( jp p ( j pp ,,
glicoproteomaglicoproteoma).).

La base metodológica es el fraccionamiento La base metodológica es el fraccionamiento 



ProteómicaProteómica descriptiva y descriptiva y ProteómicaProteómica comparativa. comparativa. 

Las preguntas que son objeto de estudio mediante Las preguntas que son objeto de estudio mediante 
herramientas herramientas proteómicasproteómicas. . 

Investigación basada en hipótesis e investigación Investigación basada en hipótesis e investigación 
generadora de hipótesis. generadora de hipótesis. 



¨̈Estudiar un Estudiar un proteomaproteoma¨̈ puede entenderse en un sentido puede entenderse en un sentido 
muy amplio: muy amplio: 

 identificar identificar ¨̈todastodas¨̈ las especies (las especies (ProteómicaProteómica descriptivadescriptiva))
su tiempo de vida media (su tiempo de vida media (ProteómicaProteómica temporaltemporal) ) su t e po de da ed a (su t e po de da ed a ( oteó caoteó ca te po ate po a ))
su migración su migración intraintra e intercelulare intercelular
su asociación con otras proteínas y las funciones de     su asociación con otras proteínas y las funciones de     
estas asociaciones (estas asociaciones (ProteómicaProteómica funcionalfuncional))estas asociaciones (estas asociaciones (ProteómicaProteómica funcionalfuncional))
los cambios cuantitativos  en respuesta a una los cambios cuantitativos  en respuesta a una 
perturbación (perturbación (ProteómicaProteómica cuantitativacuantitativa))



ProteómicaProteómica descriptivadescriptiva sese proponepropone caracterizarcaracterizarProteómicaProteómica descriptivadescriptiva sese proponepropone caracterizarcaracterizar
¨̈todastodas¨̈ laslas proteínasproteínas queque sese expresanexpresan enen unun
organismoorganismo oo enen unauna subestructurasubestructura celular,celular, dede modomodo

j tj t óó ll ó ió i id tifiid tifisemejantesemejante aa cómocómo lala genómicagenómica sese proponepropone identificaridentificar
¨̈todostodos¨̈ loslos genesgenes..

ProteómicaProteómica comparativacomparativa estudiaestudia dosdos oo másmás estadosestados
dede unun sistemasistema (una(una célulacélula unun tejidotejido )):: unouno enendede unun sistemasistema (una(una célula,célula, unun tejidotejido……)):: unouno enen
condicionescondiciones ¨̈normalesnormales¨̈ yy otrootro enen condicionescondiciones
¨̈perturbadasperturbadas¨̈ (por(por ejemplo,ejemplo, despuésdespués dede tratamientotratamiento
concon nn medicamento)medicamento) E alúaE alúa loslos cambioscambios enen lalaconcon unun medicamento)medicamento).. EvalúaEvalúa loslos cambioscambios enen lala
expresiónexpresión dede proteínasproteínas aa nivelnivel cuantitativocuantitativo..

LaLa proteómicaproteómica comparativacomparativa eses siempresiempre cuantitativacuantitativa..



••Normalmente en un experimento de Normalmente en un experimento de proteómicaproteómica
se pueden identificar entrese pueden identificar entre 500500 30003000 proteínas:proteínas:se pueden identificar entre se pueden identificar entre 500500--30003000 proteínas:proteínas:

Esto representa menos de:Esto representa menos de:
••50 % 50 % proteoma de organismos unicelulares.proteoma de organismos unicelulares.
••10 % 10 % proteoma de organismos superiores.proteoma de organismos superiores.



Mezcla compleja de proteínasMezcla compleja de proteínas

SepararSeparar proteínasproteínasConvertirConvertir en en mezclamezcla
dd é tidé tid

ConvertirConvertir enen mezclamezcla

de de péptidospéptidos

S é tidS é tid ConvertirConvertir en en mezclamezcla
de de péptidospéptidos

Separar péptidosSeparar péptidos

IdentificarIdentificar péptidospéptidos y y IdentificarIdentificar péptidospéptidos y y 
de de ahíahí laslas proteínasproteínasde de ahíahí laslas proteínasproteínas



Principales métodos de separación en Principales métodos de separación en ProteómicaProteómica

CromatografíaCromatografía ElectroforesisElectroforesis



Técnicas de uso en proteómicaTécnicas de uso en proteómica

Propiedad CromatografíaCromatografía ElectroforesisElectroforesis

Carga netaCarga neta Cromatoenfoque, Focalización 
intercambio iónico isoeléctrica, 

Free-flow, OFF gel
TamañoTamaño Exclusión molecular SDS-PAGE

Tamaño + cargaTamaño + carga No PAGE nativo

HidrofobicidadHidrofobicidad Interacción hidrofóbica, 
fase reversa, 

interacción hidrofílica

No

interacción hidrofílica
AfinidadAfinidad Ag/Ab, 

enzima/sustrato, 
No

ligando/receptor



Fraccionamientos basados en primera Fraccionamientos basados en primera 
separación por punto isoeléctrico:separación por punto isoeléctrico:separación por punto isoeléctrico:separación por punto isoeléctrico:

•• Electroforesis bidimensional Electroforesis bidimensional 

•• Electroforesis OFF GelElectroforesis OFF Gel•• Electroforesis OFF Gel Electroforesis OFF Gel 



ElectroforesisElectroforesis bidimensionalbidimensional::

PrimeraPrimera dimensióndimensión:: separaciseparaciónón porpor ppIIPrimeraPrimera dimensióndimensión: : separaciseparaciónón por por ppII

FocalizaciónFocalización en en anfolinasanfolinas o en o en inmobilinasinmobilinas

SegundaSegunda dimensióndimensión:: separación por masasseparación por masasSegundaSegunda dimensióndimensión: : separación por masasseparación por masas

Electroforesis  con SDS (Electroforesis  con SDS (LaemmliLaemmli))



Separación de mezclas complejas de proteínas por Separación de mezclas complejas de proteínas por 
electroforesis bidimensionalelectroforesis bidimensional

I 3 0 I 10 0pI=3.0 pI=10.0

120 kDa

10 kDa



La primera etapa: La primera etapa: p pp p
separación por cargaseparación por carga



Separación de péptidos y proteínas por Separación de péptidos y proteínas por 
focalizaciónfocalización

@ Los aminoácidos ácidos y básicos:@ Los aminoácidos ácidos y básicos:

suministran carga eléctrica dependiendo del pH donde se suministran carga eléctrica dependiendo del pH donde se gg
encuentran. encuentran. 

@ pI: @ pI: 

pH donde las cargas negativas aportadas por los residuos pH donde las cargas negativas aportadas por los residuos 
á id i l l iti t d l idá id i l l iti t d l idácidos se iguala las cargas positivas aportadas por los residuos ácidos se iguala las cargas positivas aportadas por los residuos 
básicos básicos ((carga neta cerocarga neta cero).).



Separación de péptidos y proteínas por Separación de péptidos y proteínas por 
focalizaciónfocalización

@ @ En un gel con un En un gel con un gradiente de pH:gradiente de pH:

la proteína migra bajo la acción de un campo eléctrico la proteína migra bajo la acción de un campo eléctrico 
hasta alcanzar la región de gel hasta alcanzar la región de gel cuyo pH coincide con su cuyo pH coincide con su 
punto isoeléctricopunto isoeléctricopunto isoeléctricopunto isoeléctrico..

Entonces, queda eléctricamente neutra por lo que el Entonces, queda eléctricamente neutra por lo que el 
campo eléctrico deja de tener efecto sobre ella. campo eléctrico deja de tener efecto sobre ella. 



Dos formas de construir un gradiente de pH en un gelDos formas de construir un gradiente de pH en un gel

Anfolitos portadores Anfolitos portadores 
(carrier ampholites)(carrier ampholites)

IPG: IPG: Immobilized pH GradientImmobilized pH Gradient
(carrier ampholites)(carrier ampholites)

Incorporar Incorporar a la muestra a la muestra una una 
mezcla de miles de mezcla de miles de 

Copolimerizar  bajo un campo Copolimerizar  bajo un campo 
eléctrico una mezcla de miles eléctrico una mezcla de miles 
de moléculas orgánicasde moléculas orgánicas

moléculas orgánicas moléculas orgánicas 
cargadas,cargadas, anfolitosanfolitos, que , que 
cubran todo el rango de pI y cubran todo el rango de pI y 

de moléculas orgánicas de moléculas orgánicas 
cargadas, cargadas, immobilinas,immobilinas, con la con la 
solución de gel.solución de gel.

con alta capacidad tampón.con alta capacidad tampón.

Ellas se ordenan según su Ellas se ordenan según su 
i li l

Las moléculas cargadas Las moléculas cargadas 
quedan quedan inmóviles por enlaces inmóviles por enlaces 
covalentescovalentes..

carga, carga, coco--migran con la migran con la 
muestra muestra hasta su zona de pI hasta su zona de pI 
y ahí quedan fijas y ahí quedan fijas mientras mientras 
se mantenga el campose mantenga el campose mantenga el campo se mantenga el campo 
eléctrico.eléctrico.



Ejemplo: Proteína con Ejemplo: Proteína con pI  pI  6,56,5

Aplicación anódica.Aplicación anódica. Aplicación catódica.Aplicación catódica. Aplicación porAplicación porAplicación anódica. Aplicación anódica. 
Cuando la proteína Cuando la proteína 
está a un pH por está a un pH por 
debajo de su pI, su debajo de su pI, su 

Aplicación catódica. Aplicación catódica. 
Cuando la proteína Cuando la proteína 
está a un pH superior está a un pH superior 
a su pI, su carga es a su pI, su carga es 

Aplicación por Aplicación por 
rehidratacion en todo rehidratacion en todo 
el gelel gel. . 

pH pH 
3.03.0

pH pH 
3.03.0

carga es positivacarga es positiva

++

negativanegativa

++
pH pH 
3.03.0 ++ánodoánodo 3.03.0 3.03.0 3.03.0ánodoánodo

6.56.5 6.56.5 6.56.5

10.010.0 10.010.0-- -- 10.010.0 --cátodocátodo



La segunda etapa: La segunda etapa: g pg p
separación por tamañoseparación por tamaño



SDS:  SDS:  Detergente aniónico Detergente aniónico 
CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-SO4

-

dodecil sulfato de sodio 

-- -
-
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SDS -- -
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-

--- - -- - ---
-

- - ---
- --
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- - ---- --
-

---

-
+-

SDS

--
--- -------

--- -
+
-- z/m

z/m z/m



SDS:SDS:

@ @ homogeniza la densidad de carga (z/m) de todas homogeniza la densidad de carga (z/m) de todas 
las proteínaslas proteínas

@ @ el principio de separación de la técnica de SDSel principio de separación de la técnica de SDS--
PAGE es el PAGE es el tamaño de las moléculastamaño de las moléculas. . 

@ @ permite permite estimarestimar la masa de una proteína (con la masa de una proteína (con 
referencia a marcadores de masa conocida)referencia a marcadores de masa conocida)))



La electroforesis bidimensional La electroforesis bidimensional 
i i d l ú i ét di i d l ú i ét dsigue siendo el único método sigue siendo el único método 

que permite resolver que permite resolver isoformasisoformas



ÍPROTEÍNA 
MODIFICADA

PROTEÍNA NO MODIFICADA

Carga eléctrica
L.C.S IV-2002

Carga eléctrica



AgrupamAgrupam
isoformaisoforma

L.C.S IV-2002



El número de especies resueltas aumenta con el El número de especies resueltas aumenta con el 
tamaño del geltamaño del gel

7 77 7859 t859 t 7x7cm7x7cm859 spots859 spots

18x20cm18x20cmProteínas totales de Proteínas totales de E. ColiE. Coli 1804 spots1804 spots



M h N 35 i t í id tifi dM h N 35 i t í id tifi d

La coLa co--migración de proteínas: varias detectadas en migración de proteínas: varias detectadas en 
una manchauna mancha

Mancha No. 35: seis proteínas identificadasMancha No. 35: seis proteínas identificadas

L.C.S IV-2002La coLa co--migración se reduce si hay subfraccionamientomigración se reduce si hay subfraccionamiento



Separación rango pI 4,0 a 7,0Separación rango pI 4,0 a 7,0

Geles Zoom:Geles Zoom:

Ampliemos la zona de Ampliemos la zona de 
rango pI 4,7 a 5,9: rango pI 4,7 a 5,9: el el 
número de proteínas número de proteínas 
resueltas aumentaresueltas aumenta



Detección de proteínas

@@ Colorantes (Coomassie Blue)Colorantes (Coomassie Blue)@ @ Colorantes (Coomassie Blue)Colorantes (Coomassie Blue)

@ @ MetalesMetales

Tincion positiva (Ag)Tincion positiva (Ag)

Tincion negativa (ZnTincion negativa (Zn--ImH)ImH)

@ @ Reactivos fluorescentesReactivos fluorescentes

SyproSyproypyp

DIGEDIGE

@@ Marcaje radiactivoMarcaje radiactivo@ @ Marcaje radiactivoMarcaje radiactivo



P i d d d l é i d d ióP i d d d l é i d d ióPropiedades de las técnicas de detección:Propiedades de las técnicas de detección:

@ @ Sensibilidad (lo mínimo que detecta)Sensibilidad (lo mínimo que detecta)

@@ Rango dinámico (lo mínimo y lo máximo)Rango dinámico (lo mínimo y lo máximo)@ @ Rango dinámico (lo mínimo y lo máximo)Rango dinámico (lo mínimo y lo máximo)

@ @ Rango de linealidad (zona de respuesta lineal)Rango de linealidad (zona de respuesta lineal)

@@ Compatibilidad con análisis posterioresCompatibilidad con análisis posteriores@ @ Compatibilidad con análisis posterioresCompatibilidad con análisis posteriores

La selección del método depende del propósito La selección del método depende del propósito 
del análisisdel análisis



Sensibilidad de la detecciónSensibilidad de la detección

Tinción de Coomassie RTinción de Coomassie R--250:250: 100100--200 ng 200 ng 

Tinción con plata para espectrometría de masas:Tinción con plata para espectrometría de masas: 100 ng 100 ng 

Tinción inversa:Tinción inversa: 11--10 ng10 ng

Tinción con plata con glutaraldehído: Tinción con plata con glutaraldehído: 1 ng1 ng

Tinción con colorantes fluorescentes (Sypro): 1 ngTinción con colorantes fluorescentes (Sypro): 1 ng 1 pg1 pgTinción con colorantes fluorescentes (Sypro):             1 ngTinción con colorantes fluorescentes (Sypro):             1 ng--1 pg1 pg

Fluorografía: Fluorografía: 1 pg1 pg

Immunodetección en Western:Immunodetección en Western: 1 pg1 pg



Rango dinámico de los métodos de detecciónRango dinámico de los métodos de detecciónRango dinámico de los métodos de detecciónRango dinámico de los métodos de detección

Coomassie blue, Ag+ (+ laser scanner)            Coomassie blue, Ag+ (+ laser scanner)            100 100 

Marcaje fluorescente (+ cámara CCD) Marcaje fluorescente (+ cámara CCD) > 10,000> 10,000

Marcaje isotópico (+ RX)Marcaje isotópico (+ RX) 1,0001,000

Marcaje isotópico (+ Phosphorimage)Marcaje isotópico (+ Phosphorimage) >100,000>100,000



Ejemplos de técnicas de deteccion de proteínas en Ejemplos de técnicas de deteccion de proteínas en j p pj p p
gelesgeles

Sypro Orange ZincSypro Orange Zinc--Imidazol Coomassie Blue R250Imidazol Coomassie Blue R250

Fluorescente             Negativa             ColoranteFluorescente             Negativa             Colorante

Sypro Orange             ZincSypro Orange             Zinc--Imidazol             Coomassie Blue R250Imidazol             Coomassie Blue R250



Tinción: Coomassie G-250 Tinción: Nitrato de plata



Differential Gel Electrophoresis (DIGE)Differential Gel Electrophoresis (DIGE)p ( )p ( )

¨̈ ¨̈a)a)¨̈colorearcolorear¨̈ las muestras las muestras antes de antes de 
separarseparar: un : un ¨̈colorcolor¨̈ diferente para cada diferente para cada 
condicióncondicióncondicióncondición

b)b)MezclarMezclar las muestras que se comparan,las muestras que se comparan,b)b)MezclarMezclar las muestras que se comparan, las muestras que se comparan, 
separar separar en un solo gelen un solo gel, , 

c)c)¨̈verver¨̈ la separación de cada muestra la separación de cada muestra sin sin 
interferencia de la otra muestrainterferencia de la otra muestra presentepresente



L.C.S IV-2002



Differential gel electrophoresis 
(DIGE)(DIGE)

 Cy3: Cy3: excitación excitación –– 540 nm540 nm

emisión emisión –– 590 nm590 nm

 C 5 it ióC 5 it ió 620620 Cy5: excitación Cy5: excitación –– 620 nm620 nm

emisión emisión –– 680 nm         680 nm         





Ventajas Ventajas 

 H t t t ú i l li iH t t t ú i l li i Hasta tres muestras en un único gel, elimina Hasta tres muestras en un único gel, elimina 
variación gel a gel.   variación gel a gel.   

Mayor rango dinámicoMayor rango dinámicoMayor rango dinámico.Mayor rango dinámico.

DesventajasDesventajas

 Solo marca pocos residuos de Lys: algunas Solo marca pocos residuos de Lys: algunas 
proteínas no se detectanproteínas no se detectanproteínas no se detectanproteínas no se detectan

 Los fluoróforos aumentan 500 Da (un corrimiento Los fluoróforos aumentan 500 Da (un corrimiento 
respecto a su posición)respecto a su posición)respecto a su posición)respecto a su posición)

 Requiere observación Requiere observación ¨̈electrónicaelectrónica¨̈ (imagen (imagen 
¨̈invisibleinvisible¨̈). Precio elevado.). Precio elevado.invisibleinvisible ). Precio elevado.). Precio elevado.



Proteómica comparativa basada en 2DE:Proteómica comparativa basada en 2DE:Proteómica comparativa basada en 2DE: Proteómica comparativa basada en 2DE: 

 es un es un método relativométodo relativo: se estiman los : se estiman los 
factores de cambiofactores de cambio

 la cuantificación ocurre a la cuantificación ocurre a nivel de nivel de 
proteínas proteínas 

 se basa en el se basa en el análisis comparativo de las análisis comparativo de las 
imágenesimágenes de gelesde gelesgg gg



PROTEOMICA COMPARATIVAPROTEOMICA COMPARATIVA

C di ióC di ió AA C di ióC di ió BBCondición Condición AA Condición Condición BB

Muestras Muestras A1    A2   A3A1    A2   A3 B1 B2 B3B1 B2 B3

18 Geles18 Geles A1a A1b A1cA1a A1b A1c B1a B1b B1cB1a B1b B1cA1a A1b A1cA1a A1b A1c

A2a A2b A2cA2a A2b A2c

A3a A3b A3cA3a A3b A3c

B1a B1b B1cB1a B1b B1c

B2a B2b B2cB2a B2b B2c

B3a B3b B3cB3a B3b B3c

Análisis de ImágenesAnálisis de Imágenes

Identificación de cambios Identificación de cambios 
estadísticamente significativosestadísticamente significativos
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Proteómica comparativa, cambios en spot 3230

Cuidado!: Cuidado!: incorrecto decir que incorrecto decir que ¨̈no se expresano se expresa¨̈ ::
Solo puedo afirmar que Solo puedo afirmar que se reduce su expresión porque se reduce su expresión porque 
no la detectono la detecto. . 



Una forma de Una forma de ¨̈verver¨̈ más proteínas en 2DE:más proteínas en 2DE:

@ @ Fraccionamiento en Fraccionamiento en subproteomassubproteomas

@ @ Hacer varios Hacer varios ¨̈subproyectossubproyectos¨̈ : proteínas : proteínas 
básicas (básicas (pIpI 7 5 a 13)7 5 a 13)básicas (básicas (pIpI 7,5 a 13)7,5 a 13)
ácidasácidas--neutras (neutras (pIpI 3 a 7,5)3 a 7,5)
de baja masa (2,000de baja masa (2,000--10000 Da)10000 Da)j (j ( ))
de alta masa (mas de 150 de alta masa (mas de 150 kDakDa))

@ @ ¨̈zoomzoom¨̈ : Seleccionar un rango estrecho de : Seleccionar un rango estrecho de 
pIpI (ej(ej pIpI 4 5 a 4 5 en 18 cm de longitud)4 5 a 4 5 en 18 cm de longitud)pIpI (ej., (ej., pIpI 4,5 a 4,5, en 18 cm de longitud)4,5 a 4,5, en 18 cm de longitud)



Principales ventajas de la electroforesis Principales ventajas de la electroforesis 
bidimensional:bidimensional:bidimensional:bidimensional:

@ A@ Alto poder resolutivolto poder resolutivo

@ @ Ideal para separar Ideal para separar isoformasisoformas

@ @ Permite identificar productos de degradaciónPermite identificar productos de degradación

@@ ImagenImagen ““físicafísica”” de la complejidad de la muestrade la complejidad de la muestra@ @ Imagen Imagen físicafísica de la complejidad de la muestrade la complejidad de la muestra

@ @ Fácil evaluación de la reproducibilidad de los Fácil evaluación de la reproducibilidad de los 
lt d (i l tit ti )lt d (i l tit ti )resultados (incluso cuantitativos)resultados (incluso cuantitativos)

@ @ Detección fluorescente tiene amplio rango Detección fluorescente tiene amplio rango @@ p gp g
dinámico (pero muy costosa)dinámico (pero muy costosa)



Principales desventajas de la electroforesis Principales desventajas de la electroforesis 
bidi i lbidi i lbidimensional:bidimensional:

@ @ No funciona bien con proteínas No funciona bien con proteínas hidrofóbicashidrofóbicas,  básicas y de muy ,  básicas y de muy 
alta tallaalta tallaalta tallaalta talla

@ @ Número de proteínas identificadas inferior a métodos basados Número de proteínas identificadas inferior a métodos basados 
en separación de péptidosen separación de péptidosp p pp p p

@ @ Manipulación intensiva, difícil automatización.Manipulación intensiva, difícil automatización.



FraccionamientoFraccionamiento basadobasado en en unauna primeraprimera
separaciónseparación porpor electroforesiselectroforesis OFF Gel OFF Gel pp pp



ElectroforesisElectroforesis OFFOFF GelGel::

EsEs unauna separaciónseparación porpor focalizaciónfocalización
isoeléctricaisoeléctrica sobresobre unauna tiratira dede inmobilinasinmobilinas
cubiertacubierta dede unauna soluciónsolución.. LasLas proteínasproteínas oo
loslos péptidospéptidos sese separanseparan segúnsegún susu pIpI yy seseloslos péptidospéptidos sese separanseparan segúnsegún susu pIpI yy sese
mantienenmantienen todotodo elel tiempotiempo enen lala soluciónsolución
queque cubrecubre lala tiratira..queque cubrecubre lala tiratira..



Fraccionamiento porFraccionamiento por electroforesis OFF Gel:electroforesis OFF Gel:Fraccionamiento por Fraccionamiento por electroforesis OFF Gel: electroforesis OFF Gel: 

Separación OFF Gel según pISeparación OFF Gel según pISeparación OFF Gel según pISeparación OFF Gel según pI

Moléculas en soluciónMoléculas en solución

HPLC LC MSHPLC LC MS--MSMSHPLC LC MSHPLC LC MS--MSMS
(separación por fase reversa (separación por fase reversa 

e identificación en línea)e identificación en línea)))



Muestra de partidaMuestra de partida

Una de las fracciones Una de las fracciones 
OFF GelOFF Gel





Características de OFF GELCaracterísticas de OFF GEL

@ A@ Alto poder resolutivolto poder resolutivo

@ @ Ideal para separar Ideal para separar isoformasisoformas

@@ Mayor recobrado de proteínas que 2DEMayor recobrado de proteínas que 2DE@ @ Mayor recobrado de proteínas que 2DEMayor recobrado de proteínas que 2DE

@ @ Perfectamente adaptable a separación de péptidosPerfectamente adaptable a separación de péptidos

@ @ Se acopla muy bien con HPLC en línea con MSSe acopla muy bien con HPLC en línea con MS

@  @  Mucho más simple y reproducible que 2DEMucho más simple y reproducible que 2DE

@@ Requiere preparación de muestra muy cuidadosaRequiere preparación de muestra muy cuidadosa@  @  Requiere preparación de muestra muy cuidadosa Requiere preparación de muestra muy cuidadosa 
(como 2DE) . Muy sensible a presencia de sales(como 2DE) . Muy sensible a presencia de sales



¨̈High High throughputthroughput proteomicsproteomics ¨̈

Alude a experimentos que generan mucha información en breveAlude a experimentos que generan mucha información en breveAlude a experimentos que generan mucha información en breve Alude a experimentos que generan mucha información en breve 
tiempo y con relativamente poca intervención del analista. tiempo y con relativamente poca intervención del analista. 

Las técnicas basadas en electroforesis bidimensional no seLas técnicas basadas en electroforesis bidimensional no seLas técnicas basadas en electroforesis bidimensional no se Las técnicas basadas en electroforesis bidimensional no se 
consideran de este tipo. consideran de este tipo. 

Las técnicas de alto flujo requieren notable automatización, y Las técnicas de alto flujo requieren notable automatización, y j q , yj q , y
generalmente de cierta autonomía instrumental en la toma de generalmente de cierta autonomía instrumental en la toma de 
decisiones durante la adquisición de información, decisiones durante la adquisición de información, 



•Estudiar las proteinas expresadas en un tejido u 
organismo en condiciones normales (¨el proteomaorganismo en condiciones normales ( el proteoma 
normal¨)

•Identificar y cuantificar cambios en expresión de 
proteínas como efecto de un problema biológico 
( j Cá ) ió d t t ( j(ej. Cáncer), o por acción de agente externo (ej., 
efectos de un medicamento)

•Identificar redes de interacción entre proteínas y 
entre proteínas y otras moléculas (¨interactomas¨)p y ( )

•Identificar biomarcadores en tejidos o fluidos (ej., 
i CR)sangre, orina, LCR)



Para cada problema biológico hay varios diseños     
experimentales posibles y diferentes.

Qué tienen todos en común?:

la conversión de proteínas en mezclas de sus 
péptidospéptidos

La identificación de las proteínas mediante 
espectrometría de masas de péptidos

El t i d b d d tEl uso extensivo de bases de datos para 
identificación

El análisis post-proteómico (bioinformático)



Importancia de la existencia de las bases Importancia de la existencia de las bases 
de datos internacionalesde datos internacionalesde datos internacionales de datos internacionales 

LasLas secuenciassecuencias yy masasmasas experimentalesexperimentales sese
comparancomparan concon laslas obtenidasobtenidas inin silicosilico parapara todastodas
laslas proteínasproteínas enen lala basebase aa partirpartir dede genomasgenomas
secuenciadossecuenciados completoscompletos oo dede genesgenes secuenciadossecuenciadospp gg
enen genomasgenomas incompletosincompletos oo bien,bien, aa partirpartir dede
secuenciassecuencias dede proteínasproteínas..

LaLa identificaciónidentificación dede proteínasproteínas enen organismosorganismos concon
genomagenoma desconocidodesconocido eses posibleposible enen muchosmuchos casoscasos
porpor lala altaalta homologíahomología concon secuenciassecuencias dede genesgenes yaya
reportadosreportados..



¨̈ComputationalComputational proteomicsproteomics¨̈

ProteómicaProteómica computacionalcomputacional.. AludeAlude alal desarrollodesarrollo yy alal usouso intensivointensivo
dede programasprogramas parapara lala interrogacióninterrogación dede basesbases dede datosdatos yy lala creacióncreación
dede nuevasnuevas basesbases derivadasderivadas.. PorPor ejemploejemplo..j pj p

lala identificaciónidentificación enen laslas basesbases dede datosdatos dede péptidospéptidos queque sonson
exclusivosexclusivos dede unauna proteínaproteína yy queque porpor tanto,tanto, susu identificaciónidentificación
equivaleequivale aa lala identificaciónidentificación dede unauna proteína,proteína, denominadosdenominados
¨̈péptidospéptidos proteotípicosproteotípicos¨̈,,

ll ióió dd h i th i t dd lid iólid ió dd d td t (( j lj llala creacióncreación dede herramientasherramientas dede validaciónvalidación dede datosdatos (por(por ejemploejemplo
¨̈tarjettarjet decoydecoy¨̈))

lala creacióncreación dede basesbases dede datosdatos dede identificacionesidentificaciones basadasbasadas enen lalalala creacióncreación dede basesbases dede datosdatos dede identificacionesidentificaciones basadasbasadas enen lala
conjunciónconjunción dede múltiplesmúltiples parámetrosparámetros físicosfísicos dede loslos péptidos,péptidos,
calculadoscalculados teóricamente,teóricamente, porpor ejemplo,ejemplo, loslos puntospuntos isoeléctricosisoeléctricos yy
loslos tiempostiempos dede retenciónretención cromatográficoscromatográficos..loslos tiempostiempos dede retenciónretención cromatográficoscromatográficos..



Análisis postAnálisis post--proteómicoproteómico

…. convirtiendo…. convirtiendo…. convirtiendo …. convirtiendo 
informacióninformación en en 
conocimientoconocimiento ….….

l hi ót il hi ót i…surge la hipótesis …surge la hipótesis 
biológicabiológica


