Instructivo para el envío de muestras
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Instructivo para obtención y envío de muestras proteicas obtenidas de geles para su identificación por MALDI-TOF/TOF.

Servicio CEQUIBIEM.

· Es muy importante  minimizar las contaminaciones de las muestras con keratina humana, por lo cual se recomienda: a) trabajar con guantes todo el tiempo durante la preparación del gel, la tinción y cortado de bandas o spots; b) tener soluciones especialmente preparadas para espectrometría de masa (MS).

· Correr un gel mono o bidimensional (grosor recomendado: 1mm). Utilizar cracking buffer con reductor para el pre-tratamiento de los extractos a sembrar. Indicar si se utilizó tratamiento con Iodo acetamida (u otro bloqueante) antes de la corrida. Utilizar protocolos de tinción adecuado para MS, tal como Coomassie Coloidal, SYPRO Ruby o plata (el menos recomendado). Fotografiar el gel. En la pagina web del Cequibiem (www.qb.fcen.uba.ar/cequibiem) hay protocolos sugeridos para la tinción con Coomassie Coloidal y para la tincion con plata.

· Cortar las bandas o spots deseados de manera tal de abarcar estrictamente la zona teñida sin arrastrar en lo posible pedazos de gel lindantes. La superficie máxima a procesar  es de aproximadamente 6mm2 (1mm de ancho de banda x 6mm de ancho de calle en geles monodimensionales). El exceso será removido y guardado en heladera en caso de necesitarse reprocesamiento
. Se puede cortar con escalpelo sobre superficie previamente lavada con metanol. Cubrir la banda con una película de agua miliQ mientras se corta para protegerla de pelusas del ambiente y colocarla en un tubo limpio de 1,5 ml. Luego retirar el líquido en exceso y dejar solo el trocito de gel. Limpiar el escalpelo con metanol entre cada corte. También se puede cortar un spot circular (en caso de geles bidimensionales) con punta de tip (p1000), eligiendo el diámetro deseado. Expeler aire con la pipeta para depositar el spot en el fondo de un eppendorf. No trozar la muestra en pedacitos, eso corre por cuenta de nuestro técnico. Poner los eppendorfs, aun con guantes, en una bolsita Zip-lock para su envío, sea que se los alcance personalmente o los envien por correo.

· Rotular el eppendorf de la siguiente manera:

Día-mes-año / 2 iniciales del investigador o becario - número identificatorio (2 caracteres).

Ejemplo:

02-05-07 / RG 05

En caso de varias muestras, es importante la numeración correlativa. Tener en cuenta que manejamos gran cantidad de muestras y el rótulo claro nos facilita el trabajo.

· Editar el/las fotos de los geles de donde se obtuvieron las muestras rotulando los spots cortados. Estimar el PM de las bandas.

· Responder el cuestionario de la muestra (ver archivos: formulario académico.doc o formulario privados.doc, según corresponda).

· Enviar por mail a cequibiem-servicios@qb.fcen.uba.ar la siguiente información:

· Archivo de imagen o PowerPoint con la foto y los rótulos.

· formulario.doc de la muestra.

· Secuencia aminoacidica de la proteína esperada (en caso de que se conozca) en formato de texto y mayúscula (para ser utilizada para los programas de predicción de digestión in silico por tripsina)
· Enviar por correo a temperatura ambiente o alcanzar personalmente los eppendorfs con las muestras más una copia del formulario impreso, a la siguiente dirección:

Dra. Silvia Moreno

CEQUIBIEM

Dpto. Química Biológica

Fac. Cs. Exactas y Naturales-UBA

Ciudad Universitaria-Pabellón II-4to. Piso

Laboratorios QB-1 o QB-2

C.P.: C1428EGA 

Ciudad Autónoma de Buenos Aires

· Coordinar el pago del servicio según el presupuesto previamente acordado:

· Los pagos se realizarán en efectivo (pesos) o cheque a la orden de: “UBA 7000/806-Fac.Cs. Ex. Y Nat.-Recursos Propios” o transferencia electrónica a la cuenta CBU 0110599520000000103161 y  CUIT 30-54666656-1 o depósito en Banco Nación en Cuenta Corriente 103/16 sucursal Plaza de Mayo.
· El lugar de pago es la ventanilla de Tesorería ubicada en la planta baja del pabellón II, el horario de atención es de lunes a viernes de 12:00 a 15:00 horas.

· En caso de utilizar el sistema de transferencia electrónica o depósito por ventanilla, enviar por mail al Cequibiem (cequibiem-servicios@qb.fcen.uba.ar) la constancia de la transferencia o del depósito. En esos casos el recibo y la factura le serán enviados por correo.
· Los resultados serán enviados por mail. Se incluirá la siguiente información:

1. Un archivo de Excel a modo de informe con la lista de sus muestras y los links a cada una de las búsquedas MS o MS/MS (opcional) de MASCOT y la identidad de la proteína en caso de haberla encontrado. Los tipos de búsquedas que realizamos son:

· MS: huella dactilar o fingerprinting de la proteína cotejada contra la base de datos de fragmentaciones trípticas simuladas (teóricas) de los organismos con genomas total o parcialmente secuenciados (o genes aislados de secuencia conocida).

· MS/MS: en algunos casos elegimos uno o más péptidos de la muestra, los fragmentamos, y cotejamos la fragmentación contra la base de datos de de péptidos fragmentados en forma teórica en MASCOT. El resultado, en caso de estar presente la secuencia en la base y de contar con un espectro de buena calidad, es la secuenciación del péptido.

· MS-MS/MS combinadas: aumenta mucho el score en caso de haber coincidencia entre las búsquedas independientes de MS y MS/MS.

2. Una lista de picos de los espectros de MS y MS/MS.

3. Archivos de imagen con los espectros obtenidos para cada muestra.

4. El instructivo que explica en más detalle como utilizar la información que mandamos para sacarle el máximo provecho, puede encontrarse en la pagina web del CEQUIBIEM 

( Cuando sus resultados sean publicados, solicitamos se adjunte una frase similar a esta en Materiales y Métodos:

"Mass spectrometric data were obtained using a MALDI-TOF-TOF spectrometer, Ultraflex II (Bruker), in the mass spectrometry facility CEQUIBIEM, Argentina".

Su consulta no molesta. No dude en escribirnos.

Dra. Silvia Moreno

Directora CEQUIBIEM

Dra. Pia Valacco

Técnico CEQUIBIEM.

cequibiem-servicios@qb.fcen.uba.ar
� En caso de bandas más anchas que 1mm, cortar en fetas longitudinales de (1mm y enviar solo la de mayor intensidad o todas, indicando cual es la de mayor intensidad. Es esperable que en geles 1D la composicion proteica a cada altura de una banda sea diferente. 
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