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in una cellula allo stesso tempo, incluse futte le isoforme e le forme
portanti modificazioni post-traduzionali.

Mentre il genoma é costante per una data cellula ed identico per tutte le
cellule di un organismo (e non cambia molto all'interno della specie) il
proteoma € dinamico nel tempo, si modifica in risposta a fattori esterni
e differisce in maniera sostanziale tra i diversi tipi cellulari.
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[Cespressione dilunal singola proteina dipende da pitlgeni

Un singala gznz influzaze il degrine di 0l opgrzinz

La ftrascrizione e la traduzione del gene avvengono attraverso il
coinvolgimento di proteine che a loro volta influenzano la trascrizione e

la traduzione di altri geni



biochimico

» Il proteoma tiene conto del processing delle proteine

S.P.Gyqgi et al., Mol. Cell. Biol. 19, 1720 (1999)



* Protein splicing
- Tagging
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PROTEOMICA STRUTTURALE (O SISTEMATICA):

* Identificazione e carafterizzazione: strutturale dif proleine

PROTEOMICA DIFFERENZIALE:

Identificare protfeine differenzialmentie espresse
determinate condizioni
(es.crescita, dififerenziamento, invecchiamento, malattia
- Identificare fargefs molecolari responsabili delle
variariazioni di espressione.
* Quantificare proteine differenzialmente espresse
(es. durante stati patologici o trattamenti farmacologici)

PROTEOMICA FUNZIONALE:

» Analisi modificazioni post-traduzionali
» Anadlisi di funzione e funzionalita

» Interazioni proteina-proteina



nalisi di immagine
v' Isolamento degli “spot” proteici
v Digestione enzimatica

v' Spettrometria di massa

v' Bioinformatica



Le proteine hanno due valori infrinseci che t
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E % Analisi' dell'immagine

» Elettroforesi 2-D
(2

J

Colorazione gel

< Digestione “in gel”

< Estrazione dei peptidi

» Analisi mediante SPETTROMETRIA DI MASSA

< Altro (es. Degradazione di Edman)

< IDENTIFICAZIONE DELLE PROTEINE
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1 protein has been found in the clicked spot (2D-D01YF8):

Gereral information about the entry

Wiews entry in onging SWISS-20PAGE formst
Eniry name COF1_HUMAN
Primary accession Pa3678

rurker

Entarad in SWSE-

Relaasa 17, March 2004
Relesse 17, March 2004

A0PAGE in
Last modified in

Mame and origin of the protein

Dig=cription Cofilin, nan-muscle iscform {13 KDa phasphoprotein) (P18)

Gane ramals) CFL1ORCFL

From Homo sapiens [Human) . [TaxD: 3606]

Taxonamy Eukarvota; Matazos Chordata; Craniata Verebeala, Eubsleostomi, Mammala, Euthars Primatas,

Catsrrhin; Heminidas; Horma.

FReferances

[1] MAPPIMG ON GEL
Wusdens F., Crettaz O, Telert A., Quadroni M., Duchosal MA | Schneider P Tissot .0
‘i ing ghts inks HIV hrrhacyte imfection )
[} Senchez J-C., Corthals GL., Hochsiragssar DUF. (eds);
Biomedical Application of Probeomics, pp. 245-262, Wiley-%¥CH, Weirheim [2004)
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107 Da<P. M. >10° Da

e Scarsa risoluzione per proteine con: 4<o. . 10

 Non si rilevano proteine espresse a bassi livelli

e Buona separazione solo per un max di 600-800 spots

e Scarsa riproducibilita fra gel

e Quantificazione "difettosa” (dipende dal sistema di rivelazione)

e L'analisi non & accoppiata direttamente alla separazione



L
PRIMA DIMENSIONE:

es. Esclusione molecolare,
Scambio ionico,
elettroforesi capillare, ...

L

SECONDA DIMENSIONE:
es. Fase inversa, Scambio
ionico, Esclusione
molecolare,...




Spettrometria di massa
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Datfabases disponibili' per: Ilidentidicazione di proteine

SWISS-PROT is a database of annotated protein sequences; it also contains
additional information on function of the protein, its domain structure,
posttranslational modification(s), etc.;

- TPrEMBL is a supplement to SWISS-PROT, which contains all protein sequences,
translated from nucleotide sequences of the EMBL database;

- PIR-International (Protein Identification Resource, National Biomedical Research
Foundation, Washington, USA) is also an annotated database of protein
sequences;

- NCBInr (National Center of Biotechnological Information) is a database containing
sequences translated from DNA sequences of GenBank and also sequences from
PDB, SWISS-PROT, and PIR databases;

- ESTdb (Expressed Sequence Tags database, NCBI, NIH).
- programs operating with MS/MS only (SEQUEST, PepFrag, MS-Tag, Sherpa).



Algoritmil e Programmi

Three main groups:

- programs using proteolytic peptide fingerprint for
protein identification (PeptIdent, MultiIdent,
ProFound);

- programs additionally operating with MS/MS spectra
(PepSea, MASCOT, MS-Fit, MOWSE) or with
MS/MS only:

- programs operating with MS/MS only (SEQUEST,
PepFrag, MS-Tag, Sherpa).



FRONEOMICA

Quali’ proteine sono) presentil ini una, cellula o inf un' fessutio?

@uali’ profeines hanno uniespressione; variatarin, sitiazioni parhicolari:?

mentre la 7 ) i studia gruppi pit limitati di
proteine :

Cosyz dggegz ey geperledldez ggarzige?
(Sreurruge, soclifigezionl. )

Cog) quell ahipz ugarzinz larzedgisez g gparziig ol lgrzezss2?
(21Worss, Jarzdaslon.. )



Eukaryotic cell.
Examples of protein
properties are protein-lioand
shown, including the interactions
interaction of
proteins and protein
modifications.
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(machines)

Patterson and
Aebersold, Nature
Genetics (supp.), 33,

311 (2003) post-transiational

modifiedlproteins proteiniamilies
(activity or stitictural)




3. Interazione con altre proteine

4. Presenza di ligandi
5. Stato oligomerico

6. Conformazione delle proteine
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Lo studio delle modificazioni delle proteine & piu complesso

dell'analisi di sequenza perche:

E' richiesto l'isolamento dei peptidi modificati
Le modificazioni sono frequentemente “labili”
Alcune modificazioni (es. fosforilazioni....) in natura sono

spesso transitorie




immunorivelazione specifica)

Arrichimento del campione riguardo a specifici gruppi di
proteine (cromatografia di affinita: immunoprecipitazione)
Mappatura delle modificazioni

Ulteriore caratterizzazione......



v 9

liecniche usater per lorstudiordellatmodiificazion| covaleniis

v. 2D SDS-PAGE
v 2 D MS

Strategie di analisi:
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PTM mapping strategy

Protein with
post-translational modifications

i N —— Mediante analisi MS é possibile

Digestion: lrpmtease. l, Proteasell] individuare la presenza di PTM in

proteine isolate :
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MS and MS/MS ‘ ‘
detection
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Interpretation

Sequence

A N-L
coverage
B NA.

* MS/MS per determinare la
localizzazione delle PTM(s)

determination

Non-detected
PTM



La PROTEOMICA studia tutti i complementi proteici, i proteomi, che

derivano dai vari tessuti o tipi cellulari.

La Proteomica classica concentra il suo interesse sullo studio dei

proteomi completi
Quali’ proteine sono presenti in una cellula ol in un tessuto?

Qualil proteine hanno uniespressione variata in situazioni “particolari?

Le opgrzamica Flazjodalz siudia gevoot oid limirari di ororzing

Come appare una particolare proteina (struttura, modificazioni...)?
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Caratterizzazione dei complessil :
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Conoscere i DETTAGLI delle interazioni all'interno di network e della

loro DINAMICA:

- Confermare l'esistenza di proteine che non sono state predette e
attribuire loro un “ruolo potenziale”.

- Stabilire i siti molecolari di interazione

- Determinare i parametri cinetici di interazione



= analisi’ /7, vifro # es. co-purificazione / spettrometria di' massa
(gel=filtirazione), ultracenirifiugazione, coimmunprecipitazione...)

— analisil v vivo: + es. hwo! Hybridi Sysiem, FREJL..

Tecniche per la caratterizzazione delle interazioni:
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