secuenciacién sistemética de genomas de.organismos muy diversos que incluye al genoma
humano. Hoy contamos con una gran cantidad de informacién de secuencias que resulta muy
valiosa. Sin embargo ain se desconoce la funcién biolégica de la mayorfa de los productos
codificados por lasisecuencias génicas detectadas. En este periodo que ya podria considerarse
post genémico, debemos abordar el estudio funcional de los genes. En este sentido la ciencias
proteémicas pueden contribuir cuali y cuantitativamente al desafio del descifrado de las
funciones bioldgicas asociadas a la informacién genética.

El curso cuyo programa se adjunta ha sido disefiado para mostrar inicialmente aquellos
aspectos bésicos de la metodologia que se emplea en proteémica haciendo especial énfasis en
comprender el fundamento de metodologias de separacién de macromoléculas (electroforesis
bidimensional, cromatografias, etc), de los métodos analiticos y deteccién (espectrometria de
masas) y de herramicntas de bioinformética. Desde alli, y con la participacién de especialistas en
4reas escogidas, se analizardn diferentes sistemas modelo con los que se discutirédn diferentes
tipos de estudios proteémicos con enfoques centrados tanto en cuestiones estructurales como
funcionales. En todos ellos se hard referencia a las potencialidades de la metodologias en
identificacién y secuenciamiento de proteinas. Sobre la base de ejemplos concretos y trabajos
escogidos se buscar4 introducir al estudiante a la bisqueda de estrategias adecuadas para el
estudio funcional de sus sistemas de trabajo. Los tépicos que se dictardn en el curso serdn
abordados siempre desde la experiencia personal de cada investigador invitado, destacando el
enfoque interdisciplinario de los estudios y el uso actual de las nuevas metodologias de genémica
funcional por parte de los disertantes. Las clases tebricas serdn acompafiados por actividades
experimentales. Se detalla a continuacién el programa de clases teéricas y seminarios indicando
su duracién, docente-investigador a cargo, e impacto esperado en el contexto tematico del curso.

PROGRAMA.

Primera semana: Bases tedricas
Departamento de Quimica Biolégicas, Fac. Cs. Exactas y Naturales, Universidad de Buenos

Aires.

Introduccién a las aproximaciones experimentales “omicas”: Proteémica - Glicomica.

Significado y aplicaciones.
Dra. Andrea Llera (FIL)

Fundamentos de las técnicas de espectrometria de masa aplicada al estudio de
biomacromoléculas.

Espectrometria de masa I. Métodos de ionizacién basados en desorcion (FD, FAB, SIMS, LD,
MALDI, UV-MALDI) y en nebulizaciéon (ES, TESI, ESI), campo de aplicacion de cada uno, .,



ventajas y limitaciones. La problemética de preparacion de las muestras a?a FV-M

ESI-MS.
Dra. Rosa Erra Balsells (Depto Q.O. -FCEN-UBA)

Espectrometria dc masa I1. Fundamento de los analizadores de iones gase
(TOF, Q, IT, FTICR), campo de aplicaci6n, ventajas y limitaciones.
Dra. Rosa Erra Balsells

Espectrometria de masa I1I. La fragmentacién como herramienta analitica en espectrometria de
masa. Formas de evitarla y formas de inducirla. Accesorios o celdas CAD, CID, ECD, IRMPD,
EI. Espectrometria de masa en tandem (MS"). Modo de operacién PSD en el analizador de

“tiempo de vuelo” (TOF).
Dra. Rosa Erra Balsells

Espectrometria de masa IV. Protocolos actuales de trabajo en prote6mica y glicomica.
Combinaci6n de datos experimentales con bancos de datos y programas de simulacién ( “de
novo"). Protocolos de trabajo “bottom-up” y protocolos “top-down”. Conclusiones. UV-MALDI

vs ESI, competencia o complementariedad?
Dra. Rosa Erra Balsells

Proteomica — Glicomica estructural.

Proteémica estructural: Identificacién de proteinas celulares. Estrategias convencionales y
estrategias de alta penetraci6n para la caracterizacién de proteomas. Aproximaciones de tipo

“shot gun”.
Dra. Julieta Ferndndez (IBBM-UNLP)

Glicomica estructural I: Introduccién a la glicobiologia. Aziicares componentes de
glicoconjugados. Importancia de la glicosilacién.. Glicolipidos, Glicoprotefnas. Métodos
generales de purificacién de glicoconjugados. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Dra. Alicia Couto. (Depto Q.0.-FCEN-UBA)

Glicémica Estructural II: Cromatografia liquida de intercambio aniénico (HPAEC-PAD).

Cromatografia de afinidad. Lectinas.
Dra. Alicia Couto.

Glicomica Estructural I11: Ejemplos de UV-MALDI-TOF MS y ESI-MS aplicado a hidratos de
carbono y glicoproteinas y glicoconjugados. Conclusiones. ;JUV-MALDI o ESI en glicomica?

Dra. Alicia Couto.
Proteomica de expresion diferencial aplicada a la caracterizacién de interacciones entre

organismos. Didlogos simbidticos y patogénicos.

(Simbiosis versus patogénesis?
Dr. Federico Sisti (IBBM- UNLP)

t————— e



ambiental.
Dr. A. Lodeiro (IBBM-UNLP)

El proteoma de simbiontes y patogenos como expresion molecular dé la. HM«!I otro. |

Estudio de caso 1: Una simbiosis modelo como visién de la evolucién coordinada de dos

proteomas interactuantes.
Dr. A Lagares (IBBM-UNLP)

Estudio de caso 2: Interacci6n patégeno hospedador como reflejo de cambios proteémicos con

“intereses” divergentes.
Dra. D. Hozbor (IBBM-UNLP)

La protedmica diferencial y funcional aplicada al diagndstico y seguimiento de enfermedades

Céncer: sistemas de deteccién diferencial de proteinas asociadas a la progresion tumoral. Arrays
para proteinas. El caso del SELDI-TOF (OvaCheck).

Proteémica en enfermedades neurodegenerativas
Iniciativas internacionales para la caracterizacion de fluidos y tejidos humanos. The Human

Plasma Project. The Human Brain Project
Dra. Andrea Llera (FIL)

La proteémica funcional aplicada a la transduccidon de sefiales

Caracterizacién de complejos proteicos. '
Abordajes para el aislamiento de los complejos: inmunoprecipitacién, etiquetado, fusiones con

GST, TAP (tandem affinity purification). Ejemplos

Modificacién postraduccional de proteinas- fosforilacion.
Fosfoproteoma: ejemplo en Saccharomyces cerevisiae.
Anélisis por radiomarcacion de proteinas;

. Estrategias de enriquecimiento en fosfoproteinas: IMAC (Immobilized metal affinity
- chromatography), derivatizacién quimica de aminoéacidos fosforilados, anticuerpos especificos

Identificacién del sitio de fosforilacion.
Dra. Silvia Moreno

Metodos de proteomica y proteomica comparada de complejos ribonucleoproteicos.
Validacion de resultados por la tecnica de interferencia de ARN.

Dr Rolando Rivera Pomar .

Trabajo prictico seco: clase teérico-practica sobre iniciacion al uso del programa MASCOT de
andlisis de resultados de espectrometria de masa de proteinas.

Bibliografia:
- Trabajos de revision recientes en revistas de publicacién periédica.
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- Introduction to Proteomics
D.Liebler and J. Yates III
2002- Humana Press

- Proteomics en Practice: A Laboratory Manual of Proteome Analysis

R. Westermeier, T.Naven.
2002- 3rd edition- Wiley.VCH
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