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DECODIFICA
MULTIDIMENSIONALI

Applicazione alla proteomica

Il presente lavoro descrive un metodo statistico in grado di estrarre utili informazioni da
separazioni bi-dimensionali (2D) multicomponente.
Il metodo, vuliduto con unu proceduru di tipo simulativo, € stuto upplicuto con successo
U Muppe yenerate numericamente che simulano mappe 2D PAGE (elettroforesi bi-dimensiondle
su yel di poliucrilumide) di miscele complesse di proteine, il cuore dellu proteomicui,

no dei piu complessi obiettivi

dellu modernu scienza delle

sepdrazioni consiste nell’andilisi

dei componenti (unche u livello
di trucce) di miscele complesse, formaute
cioé du un elevato humero di componenti
(oltfre 100) con strufture chimiche diverse,
presenti con un umpio intervullo di concen-
trazione (oltre 1:1.000): € il cuso di campioni
di interesse bioloyico, umbientule, industriu-
le. Nonostunte i notevoli sviluppi techoloyici,
i convenzionuli sistemi mMono-dimensionali
presentano nhotevoli limiti nell’isolare tutti i
singoli componenti. Pertanto hegli ultimi
anni si stunno sviluppaundo e sempre pid uti-
lizzando techiche multidimensionadli dove si
redlizza |'accoppiamento diretto di 2 o piu
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sistemi busati su processi sepurdtivi diversi
completumente indipendenti (1-3). Alcuni
esempi sono: LC-GC (cromatografia liquida
accoppiata o cromatografia gassosd),
GCxGG (comprehensive two dimensional
GC), uccoppiamenti di sistemi di cromato-
grdfia liguidu con diversi combinuzioni, qudli
HPLC in fuse inversa, cromutogrufia ionicy,
cromutoyrdfiu di uffinitd, elettroforesi capil-
lare. Le undlisi con yueste techiche, che si
rivelano estremamente potenti per la sepu-
razione di centindiu-miglivia di componenti,
producono unu yuauntitd enorme di dati, lu
cui interpretuzione richiede I'impiego di stru-
menti idonei per poterne ricavare le infor-
muzioni undlitiche richieste (2). Perfunto si
ussiste oyyi ud un inferesse crescente verso

|a Scienzu delle Sepurazioni teoricu, per svi-
luppare modelli per lu comprensione dei
meccunismi di sepdrazione, e computazio-
ndle per produrre nuovi strumenti teorici-
computaziondli di ampia validita ed appli-
cubilitd per interpretare i dati prodotti dal-
|’analisi. Questo pud essere unche esteso dl
cuso di fechiche uccoppiute, dove il siste-
mu sepurativo cromatogrufico & accoppiu-
to on-line u riveldtori spettroscopici per otte-
nere informuzioni strutturali sui composti
sepurdti, per esempio GC-MS, LC-DAD UV
(assorbimento UV con array di diodi), LC-
MS-MS (4-5).

Un esempio di miscela complessu € il pro-
tfeoma di una celluly, di un fessuto o di un
fluido bioloyico, il cui studio (proteomicu) &
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di estrema attudlita (6-8). Il proteoma viene
definito come lu totulitd delle proteine spe-
cifiche complementari al genomu: esso
comprende tufte le profteine che sono
espresse in unu cellulu in un certo istunte,
incluse le isoforme e le proteine Modificute.
Gli obiettivi principuli dellu proteomicu sono
I'identificuzione delle proteine che sono
coinvolte in specifici processi cellulari (cell
map proteomics), oppure che mostrano un
profilo di espressione ulterato, u seguito di
cumbiumenti nellu condizione fisiologicu
(expression foroteomics).

Particolure interesse € rivolto dll'identificu-
zione di proteine che esplicano un ruolo di
regoluzione, coinvolte in processi putoloyici
e pertanto cundidute come target per
interventi terapeutici-fuarmacoloyici. Si stimu
che il profeomu umano contengu da 10 a
2x10¢ protfeine, delle yuuli 104-2x104 sono
espresse contemporanedumente in un dato
momento. In tipici esperimenti di expression
proteomics & importante separare il piu
possibile oyni singolu proteinu per poi frat-
tarla con un enzimu proteolitico, yenerdl-
mente tripsina: tale prodotto pud poi esse-
re andlizzato tramite MS o LC-MS o LC-MSn.
Se si conhsideru che la fripsina produce
mediumente circu 20 peptidi per oyni pro-
teinu, lu miscelu che ne risultu pud conte-
nere dpprossimativamente  2x1055x105
componenti. Dutu lu complessita dei cum-
pioni, & yuindi evidente lu necessitd di uti-
lizzare per I'undlisi techiche con elevatu
cupucitd e potere sepuarativo. Aftual-
mente, il metodo Mmugyiormente utilizzato
nellu proteomicu per lu sepuruzione di
miscele proteiche complesse é I'elettrofo-
resi bi-dimensiondle su yel di poliucrilammi-
de (2D-PAGE) (7-12); in uyyiuntu, techolo-
yie ulftumente sofisticute, come ud esem-
pio lu determinuzione dellu mussu di poli-
peptidi e I'identificazione della loro struttu-
ra primaria framite spettrometria MALDI-
TOF oppure hunoESI MS/MS e LC-MS/MS,
hanno avuto notevole sviluppo per per-
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mettere |'identificuzione di prodotti proteici
(6, 9). La tecnicu 2D-PAGE, unche se pre-
senta dicuni limiti nellu sepuruzione dei
componenti, fornisce informazioni strutturu-
li sulle proteine (punto isoelettrico, pl, e
peso molecolure relutivo, M) utili per lu
ricercu e l'identificuzione in dutubuse.

Teoria

Sovrapposizione delle macchie

in separazioni multicomponente

Oyni sepuruzione bi-dimensionadle pud
essere rappresentuta du un grufico bi-
dimensionadle in cui oyhi usse ruppresentu
il fempo di ritenzione in un sistemu sepuru-
tivo. Su tdle superficie ogni componente
dellu miscelu uppure come unu mucchiy,
|a cui posizione nel piano rappresenta |u
ritenzione nei 2 sistemi e la cui intensitd rap-
presenta la quantitd del componente. Le
muppe 2D-PAGE vengonho fisicumente
ottenute su unu lastra di gel di poliucrilumi-
de e opportunumente digitulizzate du un
sistema di scunsione ottfico; nei sistemi bi-
dimensionuli in colonna il segnule reyistru-
to dul rivelutore é trusformuto du un
opportuno soffware in unhu mutrice di duti
e riportuto in un yrufico bi-dimensionule
(Mmuppy) (1, 2). E noto che le sepuruzioni
bi-dimensionuli di miscele ulfumente etero-
genee sono curdtterizzate du unu disposi-

zione cusudle delle mucchie dll'interno
dello spuzio sepurutivo disponibile: i com-
ponenti si disponygono in modo diruduto in
dlcune reygioni dellu sepuruzione, mentre si
uffolluno in dltre, cosicché non si possono
sepurare completamente ed dlcuni di essi
si sovrappongono (13). Tule situuzione, che
€ unu cohseyguenzu dellu complessitd stes-
su dellu miscelu, determina unu diminuzio-
ne dellu yudlitd dell’informuzione undlitica
contenuta hellu separazione. Come con-
seyuenzu delld sovrupposizione fru le muc-
chie, il loro humero, p, rivelubili nellu
muppu & sempre minore del numero m di
componenti presenti nellu miscelu (13-19):
la perditu di informazione andlitica & dutu
dul grado di sepuruzione

y=p/m m

proporziondle dl grado di sovrupposizione
presente nellu mappa 2D (13, 14). Cosi solo
dlcune mucchie risulteranno essere pure
(singoletti, ), formute, cioé, du un solo com-
ponente per macchiu; molte dltre saranno il
risultuto della sovrapposizione fru 2 (doppiet-
ti, ), 3 (tripletti, H, 4 (Yuudrupletti, ¢) o pid
(h-pletti) singoli componenti. Quindi, il nume-
ro fotule di mucchie rivelubili, p, & duto du:

p=s+d+Tt+g+... @

Immagine 3-D una mappa 2D-SDS page di proteine
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mentre il humero totdle di singoli compo-
nenti (SC), M, &:

m=s+2d+ 3t+4g+... @
Questo significu che per avere un’ideu del
numero reule di componenti presenti in un
cumpione, & hecessdria unu stimu yuauntitu-
fiva dellu sovrupposizione fru le mucchie.

Proprietd delle separazioni
multicomponente

Oltre dl yrudo di sepuruzione, y, sono stuti
definiti altri attributi fondumentdli per descri-
vere le sepuruzioni lineuri monodimensionuli
(1D) (13, 14): lu cupucitd di picco, he. ped il
futtore di suturuzione, op. Lu cupucita di
picco, N..qp. esprime il potere sepurutivo dis-
ponibile di unu sepuruzione: essu si riferisce
dll’'estensione dellu sepuruzione, X, e defini-
sce il humero mussimo di componenti che
fpossono essere risolti nello spuzio sepurativo:
Neyp = X/4oRs D
dove Ry & il valore di risoluzione che si vuole
considerare, definito come lu distunza fra
due picchi adiucenti, AX, rapportata dlla |ar-
yhezza comune dei picchi
R, = AX/do ®)
e 4oR, viene definitu, attraverso il simbolo x;,
come intferdistunzu critica di risoluzione.
Ovvero due o pit SC udiucenti che si trovino
ad inferdistanza inferiore ad x, risulfano
sovrupposti e quindi consideruti come un
cluster di picchi.

Il fattore di suturazione rappresenta il grudo
reldtivo di sepuruzione che si vuole rugygiun-
yere ed é definito du:
ap=Mm/Nep ©
Gli stessi purametri possono essere fucilmen-
fe estesi u sepuruzioni 2D (13, 15, 17). Lu
cupucita di macchiu & definitu come:

Neop = A/A @
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Figura 1 - Mappa 2D-PAGE simulata considerando una distribuzione esponenziale delle interdistanze (IM)

e delle abbondanze relative (AM): la mappa é divisa in strisce per ottenere separazioni
mono-dimensionali alle quali & applicato il metodo SMO

dove A ruppresenta |'areu dello spuzio
sepurdtivo bi-dimensiondle e Ay I'areu delle
mucchie, che per semplicitd viene ussuntu
essere |a stessu per tutti i SC. L'andloyiu fra
Ne1p © heop Misulta chiara se si osserva che il
denominutore ruppresentu il valore critico in
buse dl yuule discriminare lu sovrapposizio-
ne o menho frui SC, mentre il numerutore & lo
spuzio (lunghezza in 1D, ared in 2D) dll’inter-
no del yuule uvwviene lu sepuruzione.
Andlogumente per il futtore di suturazione
si ha:

Op = M/Ne2p ®
Oltre u uesti purametri principali, dltri attri-
buti possono essere culcoluti per curutteriz-
zure completumente unu sepurazione multi-
compohente. A causu dellu sovrupposizio-
ne sempre presente hellu sepurazione, hon
futti possono essere diretfamente calcoldti
dul segndle sperimentdle, pertanto possono
essere suddivisi in tre gruppi principdli: osser-

vubili, intrinseci e nuscosti (20). Glii uftributi
intrinsecisono yuelliche descrivono le carut-
teristiche dellu miscelu e le proprietd del
sistemu di sepurazione utilizzato. Quelli osser-
vapbili sono yuelli sperimentulmente ricavabi-
i dallu sepurazione, siu direttumente dallu
sepuruzione stessu, yudle risultuto dell’undli-
si, mu anche con culcoli senzu dlcunu ipo-
tesi a priori. Infine, gli attributi hascosti rag-
gruppuno tutti yueyli effetti e yrundezze
che sono il risultuto dell'incompletezza dellu
sepurazione. E percid di fondumentale
importunza disporre di metodi di culcolo
opportuni per eluborare i duti sperimentduli
(attributi osservabili) dl fine di ricavare tuttu
I'informuzione undliticu in essi nuscostu, cioé
dli uttributi intrinseci e nuscosti.

Modello Statistico di Sovrapposizione (SMO)
Tru i diversi modelli svilupputi per descrivere
le separuzioni complesse, (15, 17, 19), dli
Autori hunno svilupputo lu feoria quantitati-
va di sovrapposizione dei picchi (feoria SMO

n. 10 - ANNO 86



yuuntitativa) (21, 22). Tule procedury, traen-
do origine da modelli sviluppati du Giddings
fper studiare il grado stutistico di sovrapposi-
Ziohe (SDO) (23, 24), & in yrudo di descrivere
le proprietd dellu sepuruzione consideratu
come un insieme di eventi (lu ritenzione dei
SC) le cui proprietd medie possono essere
stimute utfraverso opportune funzioni stutisti-
che. Il modello € stuto originariumente svi-
lupputo per cromutogrammi monodimen-
siondli e successivumente esteso u sepuru-
zioni 2D (25, 26).

Lu teoriu SMO yuunfitativa si busa sulla
descrizione del cromutogramma in termini
di funzioni di probdbilita che rappresentano
due diverse distribuzioni: il modello delle
interdistanze (IM), che descrive |u posiziohe
dei singoli componenti lungo l'usse dei
tempi di ritenzione, e il modello delle abbon-
dunze (AM) che ruppresentu lu distribuzione
delle dbbondunze dei componenti.
Partendo du purametri osservabili, come il
tempo di ritenzione e I'areu/dltezza dei pic-
chi, vengono selezionuti diversi valori di inter-
distanzu criticu (correlati dlla risoluzione cro-
matoyrdfia richiesta) e per ognuno di essi
vengonho contuti i picchi visibili nel cromuto-
grammu e culcolato il valore medio di ureu
osservutd, ¥pe.

Nel cuso pit semplice e pil yenerale, quun-
do sia IM e sia AM mostrano una distribuzio-
ne esponenzidle, che corrisponde ud uhu
distribuzione casudle delle posizioni e delle
ubbondunze dei componenti, si pud derivu-
re unu reluzione lineure fru y,,c e Xy (21):

IN §ops = 1N 7 + Mxe/X @

dove y corrisponde dll'intensitd media dei
picchi sepurdti. | punti sperimentdli §,.c € X,
possono cosi essere fittati al modello di Ey. 9,
che descrive unu rettu, lu cui pendenzu rup-
presentu una stimu stutistica di m, il numero
di SC. E possibile estendere I modello a
diverse funzioni IM e AM, in gyrudo di descri-
vere |a grande varidbilitd dei cromatogram-
mi sperimentdli (21, 27). Con yueste funzioni
si sono sviluppute espressioni unulitiche per
culcolure il yrado stutistico di sovrupposizio-
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ne (in fermini di frazione di p, h-picchi formuti
du componenti in rapporto dlla cupacita di
picco) in funzione del futtore di suturauzione:

P/Neip = aexpl-a) ao)

n/nep = a exp(-2a)(1-exp-a)! an
per N=1,2,3,4 si hunno rispettivamente i rup-
porti s/nc1p. A/Ne1p. 1/Nc10 Y/ Ne1p

Si € dimostruto mutemuticumente e verifi-
cuto sperimentalmente che lu funzione
esponenzidle € il modello che meglio descri-
ve lu distribuzione delle interdistunze e delle
ubbondunze relutive per miscele estrema-
mente complesse (21).

Metodo di calcolo
I metodo proposto € stuto validuto mediun-
te un approccio di tipo simulativo: utilizzando
cdlcoli di simulauzione humericu si sono yene-
rate sepuruzioni 2D con proprietd note, ud
esse si & dpplicuto il metodo e si & testutu lu
validita dei risultati ottenuti (25, 26).

Nellu simuluzione humericu si sono prese in
conhsiderazioni sepurazioni 2D-PAGE e si sono
svilupputi opportuni dlgoritmi per generdure
sefpuruzioni con le curutteristiche delle
muppe 2D-PAGE di miscele di proteine, di
rlevanzu fondumentule nellu proteomica.,
Ciuscuna macchiu di ogni SC viene conhsi-
derautu come un punfo hellu muppu 2D
descritto du due coordinate di posizione (pl
ed M, del buricentro dello

Allo scopo di estrarre un cumpione stutistica-
mente vdlido dullu popoluzione delle infinite
possibili muppe 2D generute, per oyhi yrup-
o di purametri sperimentdli [u procedura di
simuluzione & stata replicuta 500 volte otte-
nendo 500 muppe generute in modo cusuu-
le: i risultati riportuti costituiscono i valori medi
di yueste prove ripetute. Usundo yuestu pro-
ceduru si sono cdlcoldti il numero di muc-
chie visibili (p), di singoletti (s), doppietti (d),
fripletti (H e yuadrupletti () per diversi valori
di interdistunzu criticu x;.

Per generare i duti reldtivi dlle posizioni delle
macchie hella mappy, si € utilizzato il model-
lo pit generdle che descrive IM, cioé yuello
esponenziule. Inoltre si sono yeherute
mauppe con curdtteristiche simili a guelle di
muppe 2D redli: si € svilupputa unu metodo-
logiu di simuluzione busata sullo stesso
modello IM presente helle muppe sperimen-
tali. Poiché non & notu dlcunu formula fun-
ziondle di yuestu distribuzione, si € ricostruita
unu distribuzione discontfinua sullu buse di
duti sperimentdli: si sono presi in considera-
ziohe i dati di 1.956 proteine du cumpioni dii
fessuti umani ottenute dal SWISS 2D-PAGE
dutdabuse (28). Questu distribuzione costitui-
sce il riferimento per lu generuzione cusudle
ed indipendente di coordinute pl ed Mr,
atfraverso un opportuno dlgoritmo busuto
sul Metfodo di Reieziohe: con yuesto dlgorit-
mo & possibile yenerure in modo cusuule
Mmuppe in cuilu posizione delle mucchie pre-

macchie) e du unu terza coor-
dinatu che ne descrive I'inten-
sitdi, L'infera mappa 2D € stata
poi suddivisu in diverse strisce,
per le yudli viene considerutu
solo unhu coordinutu di sepuru-
zione (Figuru 1): in tule modo
I'intera sepurazione 2D viene
ridotta ad unu serie di sepura-
zioni 1D sui yudli upplicare il

metodo svilupputo. Infine, i
risultati ottenuti per ogni singola
striscia sono stafi sommati in

000 025 050 075 1.00 125 150 175 200 2325

14

Figura 2 - Funzioni beta confrontate con dati simulati (2000 SC) in un

modo du oftenere lu stimu per
I'intera mappa 2D.

ampio intervallo del fattore di saturazione, c. La retta tratteggiata
indica 'andamento della funzione B in assenza di sovrapposizione
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Tabella 1 - Calcolo di m su mappe simulate utilizzando
il modello IM esponenziale per la prima e la seconda
dimensione di separazione

SC Condizione di simulazione m
2.000 random 1.964+44
1.000 random 966+31

500 random 465+22

250 random 217+15
2.000 non-random 1.963+44
1.000 non-random 963+31

500 non-random 463122

250 non-random 218+15

sentu la stessu distribuzione del modello di
riferimento (29). Infutti nelle muppe oftenute,
come helle mugyior purte delle muppe spe-
rimentali di fessuti umani, si hota un elevato
uffollumento di mucchie hellu purte centru-
le dellu mappu, u vdlori di pl compresi fra 5
e 7 pH e di M, tru 20.000 e 80.000 Du (6-8).

Risultati e discussione

Applicabilita delle distribuzioni teoriche
perIM e AM

Su muppe simulute & possibile stimure
yuuntitativamente il grado di sovrapposizio-
ne presente, culcolundo numericamente i
parametri s/n.1p, d/Neip: HNeip Y/Necipe |
risultati ottenuti sono riportuti in Figura 2,
dove per confronto sono Mostrate le curve
feoriche descritte dalle Ey. 10 e 11. | duti
riportati sono un valore medio culcolato su
fufte le strisce in cui € stutu suddivisu |u
muppu, replicundo lu procedura su 500
cicli di simuluzione dellu stessa muppu e
mediundo successivamente questi risultati.
Poiché le eguuzioni 10 e 11 sono stute otte-
nute sullu buse dell’ipotesi di distribuzione
esponenzidle per IM, il buon accordo che
esse dimostruno con i duti ottenuti du simu-
luzione & unu dimostrauzione che un model-
lo IM di tipo esponenzidle descrive in modo
udeyguuto il puttern di sepuruzione. Le
curve riportate in Figura 2 forhiscono unche
un significato fisico concreto ul concetto di
sovrdpposizione: esuminando il grdfico si
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pud hoture come € pesunte I'effetto dellu
sovrdpposizione dll‘aumentare di o, grado
di suturazione dellu sepuruzione. Lu lineu
rettu trutteyyiutu ruppresentu il cuso ideu-
le in cui lu sovrapposizione € ussente (tutti yli
m compohnenti uppuiono come unu mac-
chiu puru nellu Muppyu, percid M=p=s e
quindi f=a). Nellu sepuruzione redle la

curvu f=p/n. si scostu dullu rettu f=a dopo
un breve trutto rettilineo, gid du a~0,025 u
causu dellu sovrupposizione mM>p>s e yue-
stu differenza aumentu con I'aumento
dellu suturazione. E proprio u cuusu di yue-
sta divergenza che i dati oftenibili dalla
muppu (humero di mucchie p) hon sono
indice della redle complessita della miscela
(humero dei compohenti M), mu & neces-
sdria un‘opportunu eluboruzione mutemu-
tico-stdtisticu per ottenere yuesto valore.

Stima del numero dei componenti

in separazioni 2D

Per testare 'uccuratezza della proceduru
SMO nellu stimu del humero di componenti,
m, il metodo & stuto upplicato u Muppe
simulate framite cdlcolo numerico in cui il
numero di componenti & noto. Le Muppe
sono stute generute in buse u unu distribu-
zione esponenziule delle interdistunze: i

Tabella 2 - Calcolo di m su mappe simulate che
rappresentano separazioni 2D PAGE di miscele di proteine,

otftenute utilizzando il Metodo di Reiezione

SC N° strisce SC minimo per striscia m
2.000 30 - 2.088+46
2.000 40 - 1.960+44
2.000 50 - 1.940+44
2.000 50 27 1.972+44
2.000 50 30 1.991+45
2.000 70 43 1.994+45
1.000 10 - 1.068+33
1.000 20 - 1.026+32
1.000 30 - 1.012+32
1.000 50 10 1.005+32
1.000 60 15 991+31
1.000 60 20 998+32

500 10 - 509+23
500 15 - 485+22
500 10 10 511+23
500 20 20 499+22
250 10 - 212+15
250 5 = 245+16
250 10 20 242+16
n. 10 - ANNO 86



risultati oftenuti sono riportuti in Tubella 1.
Ogni muppu é stutu suddivisa in 10 strisce
lungo I'usse dellu prima dimensione. Si sono
simulute due diverse condizioni di sepuru-
zione: il termine random si riferisce u distri-
buzioni spuzidli dei SC totalmente cusudli
(ogni SC é stuto sepuruto lungo lu primu
dimensione, poi svilupputo lungo lu secon-
du dimensione); honh-random sta ad indicu-
re sepuruzioni muygiormente ordinute in
cui solo il 30% dei SC ¢ stuto sepurato nella
prima dimensione. Ddi risultuti oftenuti si
pud noture che lu procedura & in grado di
stimare corretfaumente il humero di SC. E
che l'uccurutezza e lu precisione dellu
stimu aumentano con 'uumenture del
numero di componenti nellu Miscelu.

Lu proceduru & stutu upplicuta con suc-
cesso U mappe che simulano yuelle speri-
mentali 2D PAGE di proteine. Si sono utiliz-
zute muppe yeherute con il Metodo di
Reiezione confenenti numeri diversi di SC:
la Tabella 2 riporta i risultati ottenuti. Si sono
utilizzate 2 diverse procedure di culcolo: in
unh cuso l'intera muppu é stata suddivisa in
uh humero fisso di strisce (secondu colon-
na), nell’dltro il humero di strisce (secondu
colonnu) € vuriubile in funzione del hume-
ro minimo di SC fissuto per oyni strisciu
(terza colonna). | risultuti oftenuti indicano
che é possibile stimare m con buonu
accurutezza e precisione (confrontu
primu e yuartu colonna), unche yuundo |l
numero di componenti presenti nellu
muppu € busso; in purticolure i migliori
risultati si sono otftenuti con lu proceduru
con il numero di strisce vuriubile.

oLoEs
oo
(-1

o

.05

=1 a8 08 a4 a2 -]

Figura 3 - Grafico dei valori relativi p/m% e s/m% in funzione del valore critico di interdistanza x,, calcolati
per mappe simulate contenti 639 e 1.500 proteine

Valutazione della sovrapposizione

Applicando il metodo descritto u muppe
che simuluano muppe redli & possibile stimu-
re yuuntitativamente il grado di sovrappo-
sizione du uspettarsi nelle muppe 2D-PAGE
comunemente utilizzute neyli studi di pro-
feomicu. In yuesto settore € fondumentule
mussimizzare il humero di macchie rivelabi-
i, p, correluto ul humero di proteine che
possono essere identificate, e il numero di
macchie pure, s, dul momento che un ele-
vato yrudo di sepuruzione e di purezzu
dellu mucchiu & il reyuisito hecessario per
un’identificazione pit completu possibile
dellu struttura delle proteine. Per muppe

Decoding Multidimensional Separations. Application to Proteomics
A statistical approach able to extract useful information contained in bi-dimensional multicomponent separations is here reported. It is
based on a quantitative theory of the statistical degree of overlapping: it has been previously developed on monodimensional linear
chromatographic separations, and then extended to bi-dimensional separation techniques. Theoretical expressions and computer
algorithms were developed starting from simple mathematical models: the procedure has been validated on computer-generated
separations and allows the accurate estimation of the intrinsic number of components in the sample. Application to separations simulating
2D PAGE maps of complex protein mixtures, the core of proteomics, is reported.
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simulate si sono culcoldti il numero relativo
di mucchie, p/Mm%, e di singoletti, s/m%,
che si possono conture iN UNU MuppPU e si
sono riportuti in funzione di Xy (Figura 3). Si
pud noture che, u puritd di numero di pro-
teine nel cumpione, il humero di picchi,
/Mm%, e di picchi puri, s/m% diminuisce in
modo significativo dll’‘aumentare dell’inter-
distunzu criticu xg: infutti il grado di sovrup-
posizione hella mappa aumenta come
conhsegyuenzu del magygiore uffollumento
nello stesso spuzio separdtivo. La Tabellu 3
riporta i valori di x; che corrispondono ud
dlcune condizioni sperimentadli comuni in
muppe 2D-PAGE di proteine (6-8). Percio,
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Tabella 3 - Valori di interdistanza critica, X, (in unita ApH),
corrispondenti a diverse condizioni sperimentali della prima
dimensione di separazione (IEF) di mappe 2D-PAGE

Lunghezza strip IEF (cm)

Broad-range (pH 3-10) gel

Narrow-range (1 ApH) gel

7 0,014
11 0,063 0,009
18 0,038 0,005

ipotizzato il numero di proteine m presenti
nel campione, si pud stimare il numero di
macchie e di mucchie pure che si otten-
gono in unu Muppu yuundo si utilizza uno
strip di unu certu dimensione (7-18 cm) e si
operu ud un certo intervdllo di pH: in elet-
froforesi convenzionule, tra pH 3 e 10, o in
narrow-range, utilizzando un intervallo di pH
unitario (7). Per esempio, in Figuru 3 & indi-
cuto il cuso di unu sepuruzione convenzio-
nule utilizzando uno strip di 11 cm (x=0,063
DpH): in unu miscelu con 639 proteine si
oftiene unu sepurazione completa (singo-
letti) di soltanto il 22% dei componenti (frec-
ciu rossu) e del 18% in unu miscelu con
1.500 proteine (frecciu blu).

Conclusioni

| risultati riportati hel presente lavoro indicuno
che, unche utiizzando sistemi sepurdtivi bi-
dimensiondli con un elevuto potere separdti-
vo, come il cuso di muppe 2D-PAGE, il potere
risolufivo hon & generdimente sufficiente per
oftenere unu sepuruzione completu di tutti i
componenti di una miscelu complessy,
unche sotto le migliori condizioni sperimentdli.
Lu sovrupposizione, infutti € unu consegyuenzu
inevitubile dellu complessita stessu dellu
miscelu undlizzata, Pertanto in queste condi-
zioni & di fondumentadle importunzu avere u
disposizione metodi Mutemutico-stutistici per
poter predire in Modo yuuntitativo tule
sovrdpposizione ed interpreture 1u sepuruzio-

ne complessu per estrurre tutte le informazioni
andlitiche sul cumpione cohtenute nellu
sepuruzione ed ih essu huscoste U cuusu
dellu sovrapposizione. Solo in yuesto modo si
puod ottenere il Mussimo risultato dallo sforzo
sperimentdle di un sistemau unalitico comples-
s0, come un sistema bi-dimensiondle.

Lu teoria quantitativa di sovrapposizione dei
picchi (teoriu SMO yuuntitutiva) si & dimo-
strata un Mmetodo Molto utile ed efficiente
foer curutterizzare lu sovrupposizione presen-
te in sepuruzioni complesse, unche per o stu-
dio di sepuruzioni bi-dimensiondli. Esistono
attudlmente dlfri modelli (19, 22, 30) ed dltre
procedure potrunno essere sviluppute in
futuro per studiure lu complessita delle sepu-
razioni mMulticomponenti. Questi risultuti evi-
denziuno che le huove direzioni di sviluppo
dellu Scienzu delle Sepurazioni devono esse-
re rivolte siu dllu produzione di strumentuzioni
piu sofisticute ed efficienti per ottenere unu
mugyyior yuuntita di duti accurdti, siu dllo svi-
luppo di metodi per interpreture lu grande
yuauntita di dati undilitici ul fine di estrarre du
essi il muggior humero di informazioni.
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