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Metode de separare folosite pentru studiul proteomiui

Separation methods used for the study of proteome

lleana Funduc

Rezumat

Termenul “proteom” definge setul total de proteine exprimate ddre genom intr-o celdl fesut sau
lichid biologic, la un moment dat. Scopul studig@rioteomului este identificared cuantificarea proteinelor din-
tr-un material biologic, analiza modificilor expresiei proteice a celulelor normaletdade cele patologice, ca-
racterizarea modifigrilor post-translgionale, studiul interagilor proteing-proteini, catsi alte aplicaii. Anali-
za proteomig se poate clasifica Tn trei categorii principalexmesia proteomului, analiza bioinformadigi
fungionalitatea proteomului. Studiul proteomului utdezi pentru analiza de imagine, electroforeza, cromato-
grafia si, pentru identificarea secvezlor proteice, in special spectrometria de thaSe descriu diferite metode
electroforeticesi de vizualizare a spoturilor de proteine in geluBiand nivelul sensibilitii si specificitifii mo-
delelor proteomice vor avea valori maxime, metodb#gnostice care se sprijinpe acestea vor revagiona
medicina.

Cuvinte-cheie: electroforez, cromatografie, spectrometrie de mias

Abstract

The term “proteome” defines the total set of proteexpressed by its genome in a given cell, tissue
biological fluid, at a given time. The purpose obtpomics is the identification and quantificatioh proteins
from the given biological material, analysis oétthanges in protein expression in normal versasatied cells,
characterization of post-translational modificat®rthe study of protein — protein interactions aslwas other
applications. Proteomic analyses can be classifiethaee main categories: expression proteomicsnfionat-
ics analysis and functional proteomics. The stuidgroteome uses for the image analyses electrogigrehro-
matography and for the identification of proteirgaences, especially mass spectroscopy. The differetmods
of electrophoresis and visualization of protein tspim gels are hereby described. If the level ef sknsitivity
and specificity of the proteomic patterns will hamaximum values, the disease diagnosis using thikmevelu-
tionize medicine.
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Introducere

Denumirea de “PROTEOM” a fost in-
trodusi prima dai Tn 1994 de dtre Marc Wil-
kins', provenind de la ,PROTEine exprimate
de genOM” - adig setul total de proteine al
unei celule date, exprimat de genomul.s
Analiza proteomig& constitue un domeniu de
studiu separat, dar complementar cu genomul.

Unii cercetitori afirmi ca denumirea de
“proteom” ar provenii de la PROTEUS - o di-
vinitate primordiad in mitologia grecilor antici,
care cungtea trecutul, prezentyl viitorul, dar
fi displacea & impartaseasé@ informaiile. El
trebuia 4 fie legat Tn timpul somnului de dap
amiaz, caci altfel sépasi se transforma in di-
verse forme materiale. Strans legatdeh &s-
punsul doritsi apoi se arunca in mare. Datérit

De ce a afirut necesitatea studierii
proteomului?

Analiza genomig este limitad, ea ne-
putédnd § ofere informai complete referitoare
la funaiile celulare, subcelularg supracelulare
n care proteinelgi nu genele guverneaz

Un exemplu 1l prezirit diversele stadii
ale ciclului de viga al unei insecte: acega
gert determid diverse morfologii datorit va-
riatiei proteomuluisi nu genomului Eigura 1).

Genomul este constant ani de zile; pro-
teomul variaZ cu tipul celulei (dg toate celu-
lele au acel@ genom), #spunde la stimulii me-
diului Tnconjutitor, la tratamente chimicg de-
pinde chiarsi de istoricul celulei. Nurirul de
gene din genomul uman atinge 10000. Celula
umarii are aproximativ 20000 proteine cu o

puterii sale de a lua diverse forme, Proteus a 9reutate medie de 50 Rbare, cand sunt supuse

fost socotit un simbol al materiei de origine din
care toi suntem creg

Definitii ale proteomului

» 1998 Anderson N.Lsi Anderson N.&: ,fo-
losirea nasurrii cantitative a nivelului proteic

digestiei, produc un nuin mare de peptide.
Dupi Regniet®, digestia triptid a celulelor eli-
bereaz cel pdin 1 milion de peptide, deoarece
celulele corin mii de proteine, fiecare generand
o mukime de fragmente triptice. Proteinele su-
fera transforniri dupa ce sunt exprimate (acti-
vitate enzimatig, abilitate de legare etc.), tran-

din expresia genei, pentru a caracteriza procese- siormari ce pot determina csterea nurirului
de peptide dintr-un singtesut la 10-20 milioa-
ne.

le biologicesi a descifra mecanismele controlu-
lui expresiei genetice”.

e 2000 Gygisi Raebersoltf: abilitatea
identificarii sistematice a fiegei proteine ex-
primate intr-o celdl sautesut, cagi determina-
rea propriettilor caracteristice ale fiécei pro-
teine ca stare de modificare, concegiraim-
plicare in complexele multiproteice.

e 2001 Yate§: , ... disciplina caracterizii

si analizrii proteinelor, a interadlor proteice

si a modificirilor proteice ale unui organism”.

e 2003 Hubet , ... o colecie dinami@ de
proteine ce difér de la individ la individsi
chiar de la celdl la celuf”.

e 2003 Beranova-Giorgianhi, ... proteine
exprimate intr-un compartiment biologic (celu-

le, tesut, organ) intr-un anumit moment, sub un

set particular de conll'.

Figura 1. Stadii diferite ale ciclului de viga a unei

insecte cu acelgi genomsi morfologii diferite
determinate de varigii ale proteomului.
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Scopul studierii proteomului®:

» identificareasi cuantificarea proteinelor di
celule,tesuturisi lichide biologice;
» analiza modifidrilor expresiei proteinelc
n celulele normale in raport cu cele patologi
» studierea interawnilor proteiri-proteirg;
» caracterizarea modificilor post-translgo-
nale.

Prin atingerea acestor obiective s
posibile:
+ clarificarea mecanismelor moleculare ce
verneaz procesele moleculare;

Proba

Baze de date

Separare Selectarea
spoturilor
Analiza

Identificare post-separare

« caracterizarea telelelor complexe de prc Figura 2. Schema generdl a etapelor analizei proteomice

teinesi a perturbdéilor lor;

e descoperirea proteinelor-biomarkeri pentru

detectareai diagnosticul bolilor;
» identificarea tintelor pentru proiectarea
terapiei medicamentoase.

Etapele analizei proteomicé (Figura 2)

1. Obtinerea unei expresii proteomice:
1.1. Prepararea probei pentru ariligolubili-
zare, extrage, izolare din celdl sautesut).

1.2. Separarea componentelor probei.
1.3. Detectare (evaluaseidentificare).

Aceasi fazi permite compararea ex-
presiei proteice intre déwsau mai multe condi-
tii experimentale sau stadii de b@ateea ce
contribuie la Telegerea mecanismelor fiziolo-
gicesi patogenicssi la determinarea comparati-
va a abundetei proteice in diversele conili

2. Analiza bioinformatici - extinde in-
formaiile anterioare la posibilitatea oberii de
structuri primare, secundagetertiare, secveti
eri, domenii, interafuni proteicesi retele, loca-
lizari subcelulare etc.

3. Funaionalitatea proteomului, prin
care sunt analizate intetamile proteira - pro-
teind, complexele proteicei modificarile pos-
ttranslaionale, in scopul telegerii rolului pro-
teinelortinta asupra fungilor celulare.

(dupa [2]).
1. Obtinerea unei expresii proteomice

1.1. Prepararea probei pentru analia
— implica solubilizare, extrage, izolare din ce-
lula sautesut.

Datoriti proprietitilor fizice si chimice
diverse ale proteinelor, se aglidiferite proto-
coale de extrge care & favorizeze anumite
compartimente ale intregului proteom. Dintre
substarele folosite pentru solubilizarea probei
fac parte uree de mare concetiratiouree,
DTT (dithiothreitol), DTE (dithioeritritol), fos-
fine, detergen (triton) etd. Cele mai multe
protocoale de extrge pentru electroforezbi-
dimensional pezint o limitare pentru solubili-
zarea proteinelor de memb#an

1.2. Separarea componentelor probei.

Definirea metodologiei de separare a
proteinelor dintr-un mediu biologic se face in
functie de ceea ce vreni studient. o anumit
proteiri, un grup de proteine, toate proteinele.

a. O anumita proteing

Separarea selectivse face folosind
electroforeza capilar(CE) si HPLC (High Per-
formance Liquid Chromatography) de afinitate
(Figura 3).

Principiul de afinitate se bazeéazpe
abilitatea substaai biologic active & lege spe-
cific si reversibil substag@ de interes. Locurile
de legare a substgh imobilizate trebuie &fie
accesibile steric, chiaf dupa cuplaresi nu tre-
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Figura 3. Schema unei instaltii de cromatografie lichida de Tnalta performanta®’.

buie ¢ se deformeze prin imobilizare. In cazul
HPLC, substaga de interes se g&az de su-
prafaa actii a materialului care umple coloa-
na, iar in cazul CE, de suprgacoloanei.
Amestecul se injecteazpe coloaa si proteina
este captat de substa@ biologic actid prin
afinitate, iar restul compilor trec prin coloaa.
Proteina captatse elueaz modificAnd proprie-
tatile tamponului (pH, pl,%tetc) Figura 4).

. IR

Tnaltd
tensiune

Figura 4. Schema unei instalti de electroforezi
capilara (dupa [16]).

b. Un grup de proteine

Separarea implic folosirea acelora
metode ca in cazul precedent sau modificarea in
trepte a condiilor experimentale, in fune de
proprietitile grupului de proteine ce se separ
(hidrofobicitate, Tnarcatura electri@, polarita-
te). Aceasta se dbe modificAnd propriétile
fazei mobile (pH-ul tamponului, concertiga
sarurilor etc.) sau tipul coloanei (afinitate,
schimb ionic, filtrare in gel).

c. Toate proteinele

Separarea n acest caz se realizear
0 metod multidimensional (bi- sau tridimensi-
onak) care § foloseasg doui sau mai multe
metode (SDS PAGE -electrofotein gel de po-
liacrilamidi si sodiu dodecil sulfat, HPLC, CE)
sau una singdr dar cu mecanisme diferite (par-
titie, adsorbie, schimb ionic, afinitate, filtrare
in gel etc.).

Electroforeza bidimensional in gela
ramas, totwgi, tehnica esefala de separare utili-
zati In studierea proteomului. Prima dimensiu-
ne implicd focalizarea izoelectric prin care
proteinele se sepape baza sarcinii electrice,
folosind geluri cu gradient de pH imobilizat, iar
a doua dimensiune - separare SDS-PAGE, prin
care proteinele se sepape baza gredtii lor
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FPrima dimensiune:
focalizare izoelectrica
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A doua dimensiune:

Separare in functie de sarcind

5DS - PAGE
IR R
0 ! '
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' +

Separare in functie de masa

Figura 5. Electroforezi bidimensionak: focalizare izoelectrici in prima dimensiune, electroforea in gel
de poliacrilamida cu sodiu dodecil sulfat in a doua dimensiune (ddd4]).

moleculare Figura 5).

Mii de proteine separate in gel se pot
pastra lunisi chiar ani la temperatura camerei,
intr-un spéu egal cu o pagihde bloc-notes.

Colorarea se face cu Coomasie Blue
sau cu Ag (limi de detege 1ng),Figura 6.

Spoturile de proteine colorate se elibe-
reaz din gel, se cliveazcu tripsira la carbonul
terminal al lizineisi arginineisi apoi se caracte-
rizeaz fragmentele peptidice.

Electroforeza bidimensioralare anu-

mite limite:

» Este manudl laborioas.

* Nu exisit o matria de gel standardizat
pentru a reproduce modelele prot&ice

* Capacitatea de rezaie este limitat, fapt
pentru care vizualizarea se reduce la 3000-
10000 proteine, in fumie de detege. Celula
mamai, de exemplu, preziat50000 spoturi/
celuk, dintre care doar 7-24% din proteine se
pot separa prin electroforezbidimensional,

Figura 6. Colorarea traseelor de electroforex cu argint (a) si cu Coomassie Blue (b}
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restul de 76% fiind sub limita de detiec Do-
meniul dinamic este, deci, limitat; sunt observa-
te proteinele cele mai abundenteunele clase
sunt excluse sau subreprezentate (proteinele
foarte acide sau bazice, foarte mari sau foarte
mici si proteinele de membra)t>.
» Sensibilitatea este rediiscoloranii con-
ventionali nu detectedizproteine cu rol cheie in
procesele celulare (receptori, proteine reglatoa-
re etc.), proteine alcaline, hidrofokieproteine-
le membranare, datofisolubilititii lor reduse.
Colorantul cu argint sau combinat cu glutaral-
dehidk, nu ohine wor reproductibilitatea inten-
sitatii spotului. Soldia coloidi Coomasie Blue
ar fi mai potrivi Tn acest sens, dar sensibilita-
tea sa este mai naic. Se mai utilizeaz Sypro
Ruby, un colorant fluorescent sau marcarea cu
fluorofori Cy3si Cy5'.

Pentru Tniturarea aceastor limite s-au
propus unele Tmbuitatiri:
» alchilareasi marcarea ulteriodrcu tritiu, io-
dacetamid sau cu?;
o prefragionarea proteinelor Tnainte
electroforez pentru reducerea compleitit lor
si/sau izolarea specifica subseturilor lor;
e sisteme SDS-PAGE verticale;
» colorarni fluorescem;
* robai pentru extirparea spoturilor de pe gel
si module pentru digestia autordad proteine-
lor®;
 geluri cu domeniu de pH Tngdt
» dispozitive microchip integrate pentru dife-

de
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rite trepte ale sepauii (electroforez, digestie,
marcare, fluoresce®)™.

Toate aceste inceit au ameliorat
impedimentele, dar nu le-au eliminat.

HPLC si CE multidimensionale
implica Tntai digerarea proteinelgr apoi sepa-
rarea lor, deoarece peptidele sunt mai solubile
si mai wor de separat comparativ cu proteinele
din care provin, cum ar fi proteinele hidrofobe
sau cele de membranFaa de electroforeza in
gel, preconcentrarea sdillor diluate este reali-
zati Tn HPLC 1n varful coloanei prin manipula-
rea fazei mobile Tnainte de separare, iar in EC
cu ajutorul anticorpilor, a dopului de C-18, prin
focalizare izoelectrit sau izotacoforez Numa-
rul de peptide separate prin varianta HPLC-CE
multidimensionale este mai mareafae varian-
ta anterioat, dar proteinele cu abundensé-
ZUti scap detecirii.

1.3. Detectare (identificaresi cuanti-
ficare).

I dentificarea

Identificarea cu ajutorul electroforezei
bidimensionale in gel, prin colorare sau alt pro-
cedeu, aamas in urma fata de HPLC, fluores-
cena, fluorescers indugi cu laser (LIF)si CE
(care permit detectarea on-line folosind absor-
btia in ultraviolet)si, nu Tn ultimul rand, spec-
troscopia de mas

Spectroscopia de magFigura 7) a -
mas tehnica idealde detectare a peptidelgr
proteinelor, datorit universalititii, selectivittii
si sensibilifitii sale (n&isoak cu extrem sensi-

Fara sarcina

+
@

Particuld

Particule ionizata

\Y/4
W0

Camp magnetic

Incércata

. Detector

Figura 7. Schema etapelor detedtii prin spectroscopie de mad (dupa [18]).
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bilitate raportul masgsarcira electria a ionilor
in fazi gazoas cu mase moleculare de 500-
50000 Dal. In special cuplat cu HPLC sau
CE, este cea mai importartehnica pentru cer-
cetarea proteomului, realizarearthi peptidice,
confirmarea secveelor proteicesi investigarea
modificarilor post-translgonale.

Spectrometria de madolosete 3 me-
tode ce permit introducerea in spectrometrul de
masi a compuilor polari, nevolatili, precum
peptidelesi proteinelé®
* bombardament atomic rapid in flux conti-
nuu (FAB);

* ionizare prin pulverizare electdic(ESI),
prin care se produc ioni in gaz la presiune at-
mosferié pentru secvarerea patiala de pepti-
de;

* spectrometrie de maprin desorbe/ioniza-

re cu laser pe matii asistai (MALDI-MS) cu
analizor de mas

A mai fost introdus ulterior ionizarea
prin pulverizare electriccu analizor cu timp de
desd@rcare de tip quadrupole (ESI-Q-IT-MS),
care impli@ initial o eta de cromatografie li-
chidi, iar analiza dure#zo oti®. Un analizor cu
timp de desircare quadrupole se poate cupla
cu ESI sau cu MALDI cu sensibilitate cresgut
aparand genend ulterioare din ce in ce mai
perfecionate. Astfel, a aput varianta in care
proteinele sunt capturate dugepararea pe o
faza stgionaf si imobilizate pe un chip. Acesta
se pune pe o matfj dup care urmeawioniza-
reasi, in final, se risoa# raportul dintre mas
si sarciri®. Alte variante utilizeaz anterior ana-
lizei spectrometrice, HPLC capifarcu rezolu-
tie ultra Tnali, sau cromatografie de intetac
ne hidrofola™.

Identificarea proteinelor a folosit spec-
trometria de masprin 2 modalifti*®:

» Clasic: electroforez bidimensional, diges-
tie, fingerprinting prin spectrometrie de mgs
metoda este rapid(3-5 minute/analif), sensi-
bila (masoak cantiiti peptidice de p&nla 50
ppm). In final, identificarea se face comparand
lista cu masele peptidelor observate cu di list
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calculat a tuturor maselor peptidice. Spoturile
de proteid separate prin electroforebidimen-
sionah se pot cuantifica in raport cu intensitatea
culorii. Tn acest caz, s ne lovim de limitele
acestei metode. Un sistem superior fojtsé&C
(Liquid Chromatography) care elindiretapa de
electroforez bidimensionai.

* Unele variante folosesg izotopisi au posi-
bilitatea de a detecta modiit ale profilelor
proteice, de exemplu, Tnttesutul normasi pa-
tologic.

Evaluarea cantitativ@ presupune ot
nerea unor date cel fin semicantitative. Canti-
tatea proteinelor din prabse poate calcula cu
ajutorul unor standarde marcate cu izotopi care
se introduc chimic, metabolic sau prin Tncorpo-
rare enzimatig in timpul proteolizef. Marca-
rea se face folosind un reactiv ce toa un
marcator de afinitate — biotina, un ligand ce in-
corporea izotopii si un grup specific pentru
tiol. Proba se denatureazse reduce, se mar-
cheai, sufed digestia cu tripsii si se separ
prin HPLC on-line cuplat cu spectrometria de
masi.

2. Analiza bioinformatica

Odat cu imaginile gelurilor de electro-
forez cu proteinele identificate pe ejeunele
date experimentale ca punctul izoelectsic
magi moleculas, se mai obn si informatii din
cursul sepairii gelurilor, a microsecveializa-
rii, a analizei compoziei aminoacidicesi din
spectrometria de mas fingerprinturilof.

3. Funationalitatea proteomului

Interagiunile proteicesi complexele se
analizea prin tehnici de co-imunoprecipitare
urmate de electroforézbidimensional sau de
cromatografie de afinitate, chipuri de proteine,
analiza interagei biomoleculare cu purificare
prin spectrometrie de magtc. Toate apligéle
se bazear pe folosirea unui anticorp specific
sau a unui receptor specific a unor proteine
de interade, analiza ulterioar realizandu-se
prin spectrometrie de mas
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Aplicatii

In ciuda limitelor sale, electroforeza bi-
dimensional este ing folosita pentru analiza-
rea proteomului celulat tisular, pentru compa-
rarea Hrtilor bidimensionale a stilor diferite-
lor boli*. Astfel, in 2000 s-au folosit gelurile
bidimensionale pentru analiza plasmei la bolna-
vii cu Alzheimer. Tot Tn acefaan, s-a efectuat
analiza proteomica liniei celulare de carcinom
de colon umarsi proteomul liniei celulare de
carcinom hepatocelular uman.

La Conferina anual a Socieitii Ame-
ricane de Electroforéizdin 2004 s-au prezentat
rezultatele unui studiu proteomic asuprasmu
chiului scheletic lezat prin arsijracestea fiind
utile Tn terapia acestor cazuri. Tot cu ackast
ocazie a fost prezentat studiul proteomic al li-
chidului cefalo-rahidian al bolnavilor cu Al-
zheimer comparativ cu cel provenind de la indi-
vizi sinatosi si de la bolnavi cu alte tulbani
neuro-degenerative.

Cum nunarul de proteine varidizintre
1x1C si 5x1C, inventarul tuturor proteinelor,
unul din scopurile majore ale analizei proteomi-
ce, este aproape imposibil de realizat. Mai mult,
aceste proteine sunt diferite structwiahu ca-
racteristici fizico-chimice diverse, iar caracteri-
zarea acestora constituie o endrmgajaré’.

Electroforeza bidimensiorialva mai fi
pentru un timp principala tehnologie utilizan
studiul proteomului, dar abordarea cromatogra-
fica va Tnlocui aceasttehnid n viitor®.

Unul din scopurile analizei proteomice
este gsirea de biomarkeri specifici unei boli
care & poat fi utilizati pentru detectarea, mo-
nitorizarea evoltiei bolii si a rAispunsului tera-
peutic. Un “biomarker ideal” indicat exclusiv
pentru o boa nu exisi. Conceptul folosirii
modelului proteomic ca instrument diagnostic
este né in fasa, datorif dificultatilor privind
folosirea bioinformaticii, descoperirea bazelor
biologice din spatele sdiilor matematice etc.
La Conferina Interngionak asupra proteomu-
lui din 2006 s-a atat ¢ elucidarea secvesi

aminoacidice a unei proteine nu este sufiéient
pentru a Ttelege funga sau interagunile sale
cu alte proteinai macromolecule; este nevoie
si fie luate in considerare modificle post-
translaionale pentru a telege dinamica prote-
omului. Daé sensibilitateai specificitatea me-
todologiei vor fi perfegonate, diagnosticul bo-
lilor bazat pe modelele proteomice va reviolu
na medicina.

Asa cum se spune ,aceste ghete samnt f
cute pentru a merge”, acum se pareghetele”
proteomului se potrivesgi avem chiar o idee
asupra“diregiei corecte” spre careisnergen.

Se anticipeaz s se ajung in viitor la
dezlegarea misterelor unor procese biologice
informatiile modelelor proteomiceasconstituie
un instrument cu un rol mai mult decat comple-
mentar Tn mana medicului clinician.
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