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DESCRIPCION
Electroforesis en gel bidimensional de emisién de resolucién temporal acumulativa.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método y a una nueva tecnologia de adquisiciéon de imagenes para la
deteccion y cuantificacion en gel de proteinas. Esta nueva plataforma, denominada electroforesis en gel
bidimensional de emisién de resolucion temporal acumulativa (CUTEDGE), utiliza diferencias en los tiempos de vida
de fluorescencia para diferenciar entre fluorescencia de marcadores proteicos especificos y fluorescencia de fondo
no especifica, que da como resultado una espectacular mejora tanto en la sensibilidad como en el rango dinamico
en comparacion con la tecnologia existente.

Antecedentes de la invencién

“Protedmica” se refiere al estudio del complemento proteico del genoma (proteoma), un término acuiado por Marc
Wilkins en 1994. Durante la pasada década, se han desarrollado y utilizado muchas metodologias para la
cuantificacion simultanea de miles de proteinas en una célula o un tejido para, por ejemplo, el descubrimiento de
biomarcadores o estudios mecanisticos de procesos celulares. La electroforesis en gel bidimensional (2-DGE) fue el
primer método que se adapté para el analisis protedmico, y todavia constituye una pieza maestra en la investigacion
protedmica. El método de 2-DGE implica la separacion de muestras proteicas complejas segun la carga en la
primera dimension y segun el tamafio en la segunda dimension, dando como resultado un mapa 2-D de manchas de
proteina en el que de manera ideal cada mancha corresponde a una Unica especie de proteina. Las manchas de
proteina se visualizan entonces con tinciones de proteinas que se unen estequiométricamente a las proteinas,
proporcionando asi una tercera dimensién que corresponde a la abundancia de proteinas, lo que facilita el analisis
protedmico cuantitativo.

Se han tratado los problemas de grandes variaciones de un gel a otro asociados con la técnica de 2-DGE original a
través de la incorporacién de un patron interno, tal como las técnicas de electroforesis diferencial en gel (DIGE) y de
patrén interno marcado con Alexa (ALIS). Ambos conceptos se basan en proteinas de muestra y proteinas de patron
interno que se marcan con fluorocromos separados espectralmente, y se separan conjuntamente en el mismo gel de
2-DGE. Mediante normalizaciéon radiométrica, pueden corregirse las variaciones entre geles, mejorando asi
enormemente los aspectos cuantitativos y el poder estadistico global de la técnica de 2-DGE.

La principal restriccion que queda en la metodologia de 2-DGE actual son las limitaciones en la sensibilidad de
deteccién. El hecho de que las abundancias de proteinas en muestras biolégicas puedan abarcar hasta doce
ordenes de magnitud impone grandes exigencias tanto sobre la sensibilidad como sobre el rango dinamico de las
tinciones de proteinas usadas en 2-DGE cuantitativa. Para este fin, las tinciones fluorescentes con rangos dinamicos
de 3-4 6rdenes de magnitud han sustituido el uso de métodos de tincién colorimétrica clasicos, tales como tinciones
de plata y Commassie con rangos dinamicos limitados normalmente a 1-2 érdenes de magnitud (figura 1).

Estan disponibles colorantes fluorescentes tanto para el marcaje covalente antes de la separacion mediante 2-DGE
(por ejemplo CyDyes™, colorantes Alexa), asi como para procedimientos de tincion tras electroforesis, no
covalentes (por ejemplo, SYPRO Ruby™, Deep Purple™). Sin embargo, incluso las sondas fluorescentes de mejor
rendimiento para la visualizacion de proteinas actualmente en el mercado sélo cubren una parte muy pequefia del
posible rango fisiolégico puesto que las abundancias de proteinas fisioldgicas oscilan entre unas cuantas moléculas
hasta concentraciones micromolares, mientras que los limites de detecciéon para el método de DIGE minima del
estado de la técnica se limitan normalmente a nanogramos de proteina (figura 1).

En la utilizacién actual de fluorescencia para la deteccion y cuantificacion de proteinas en 2-DGE, la excitacion del
fldor y la medicion de la emision resultante se producen simultaneamente. Siendo eficaz en cuanto al tiempo y
practico desde un punto de vista técnico, este enfoque se utiliza tanto en dispositivos de exploraciéon de
fluorescencia como en instrumentos de adquisicion de imagenes de 2-DGE basados en camaras CCD. Sin embargo,
las mediciones directas de fluorescencia no utilizan el potencial completo de estos fluorocromos. Las muestras
biolégicas contienen numerosos componentes autofluorescentes, y la propia matriz de poliacrilamida emite
fluorescencia de fondo en cierto grado. Para optimizar la relacion sefial a ruido, por tanto es esencial disminuir las
perturbaciones de fluorescencia de fondo y autofluorescencia.

En la tecnologia de 2-DGE actual, se realizan matematicamente intentos de eliminar el fondo resultante a través de
algoritmos de software usados en el analisis cuantitativo asistido por ordenador tras la electroforesis. Sin embargo,
se ha mostrado anteriormente que la mayoria de estos algoritmos de sustraccién y correccion de fondo alteran los
datos e introducen una varianza adicional en la cuantificacién de volimenes de manchas de proteinas, asi como
contribuyen a una distribucién no normal, sesgada (1-4).

A través de fluorescencia de resolucion temporal (TRF), puede derivarse el origen de un foton a través de
separacion de las curvas de decaimiento de las diversas especies fluorescentes presentes en un pixel dado. La TRF
se usa actualmente en varias aplicaciones en campos relacionados, principalmente aplicaciones en microscopia
para visualizar la localizacion, dinamica de plegamiento o movimiento de proteinas en disolucion (5, 6). Varios de los
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fluorocromos usados actualmente en 2-DGE se han utilizado en aplicaciones de fluorescencia de resolucion
temporal en estos campos relacionados (por ejemplo, CyDyes™ disponible de GE Healthcare, Uppsala, Suecia, y
colorantes Alexa asi como quelatos de rutenio tales como SYPRO Ruby™, ambos disponibles de Molecular Probes,
Eugene, OR, EE.UU. (7, 8)). Sin embargo, la falta de esta caracteristica en equipo moderno de adquisicién de
imagenes mediante 2-DGE esta prohibiendo actualmente el uso y el desarrollo de TRF en 2-DGE.

Descripcion de la técnica relacionada

La mayoria de la técnica anterior en el campo se refiere a técnicas transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) para el estudio de interacciones intermoleculares, estabilidad molecular o
cambios conformacionales intramoleculares, y parte se refiere al uso de imagenes de tiempo de vida de
fluorescencia (FLIM). Estas incluyen la monitorizacién de productos de reaccién en cadena polimerizados (PCR)
(Rintamaki S. et al, Journal of microbiological methods, (agosto de 2002) Vol. 50, n.° 3, pags. 313-8), y otros para la
asignacion de bases en la secuenciacion de ADN (Lassiter S J et al, Analytical chemistry, 1 de noviembre de 2000,
Vol. 72, n.° 21, pags. 5373-82). Estos autores han modificado la cabeza del microscopio en un secuenciador
automatico de ADN para permitir mediciones de tiempo de vida de fluorescencia de resoluciéon temporal en el
infrarrojo cercano. Por consiguiente, el disefio, las capacidades y la utilizaciéon de este instrumento fueron de una
naturaleza completamente diferente a la de la invencion en el presente documento. Las modificaciones del
instrumento realizadas por este grupo se disefiaron para fines de clasificacion con el fin de mejorar la precision y
velocidad de secuenciacion de ADN. En esencia, se utilizaron imagenes de tiempo de vida para distinguir entre dos
fluorocromos con diferentes tiempos de vida, que representan la presencia de diferentes fragmentos de ADN que se
fraccionaron a través de electroforesis en gel plano. En estudios de seguimiento, los autores ampliaron la tecnologia
de secuenciacion a una plataforma de microchip de polimero con un fin similar (Llopis S D et al, Electrophoresis,
noviembre de 2004, Vol. 25, n.° 21-22, pags. 3810-9) asi como para la lectura de firmas fluorescentes de
microalineamientos de ADN (Stryjewski et al Proceedings of SPIE-The International Society for Optical Engineering
(2002), 4626 (Biomedical Nanotechnology Architectures and Applications), 201-209). El uso de fluorescencia de
resolucion temporal multidimensional para la sustraccion del fondo de la invencién en el presente documento, nunca
se uso en ninguna de estas aplicaciones. En cambio, los autores hicieron todo lo posible por investigar qué matriz de
soporte de polimero daba lugar a la menor cantidad de fluorescencia de fondo con el fin de mantener un flujo de
trabajo monoexponencial, o alternativamente usaron métodos de correccién de fondo convencionales tales como
regulacion temporal o sustraccion de la intensidad de manchas de control negativo. Como tal, el uso de
fluorescencia de resolucion temporal multiexponencial para la sustraccion especifica del fondo en mediciones en gel
(proteina) de esta invencion representa un efecto sorprendente y una tecnologia novedosa.

Un objetivo de la invencion es proporcionar una nueva plataforma para la deteccion y cuantificacion en gel de
proteinas marcadas de manera fluorescente en estudios protedmicos globales. La invencién implica la utilizacion de
imagenes de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM). Otros objetos y ventajas resultaran mas evidentes a partir de la
siguiente descripcion y las reivindicaciones adjuntas.

Sumario de la invencién

Una realizacion fundamental de la tecnologia de CUuTEDGE implica la excitacion de un fluorocromo
unido a una proteina (covalentemente o mediante fuerzas idnicas) con un dispositivo de exploracién de laser
pulsado. Los dispositivos de exploracién de laser de fluorescencia del estado de la técnica usados actualmente para
la adquisicién de imagenes en 2-DGE cuantitativa utilizan una fuente de luz constante para la excitacion. La
iluminacion constante del gel no utiliza las diferencias en el tiempo de vida de fluorescencia, y la emision detectada
corresponde a la emision maxima conjunta del fluorocromo y la fluorescencia de fondo. En cambio, la exploracién
con un laser pulsado, utilizando la invencién descrita en el presente documento, proporciona mediciones de FLIM a
un nivel pixel por pixel (figuras 2A-2C). El laser, presumiblemente un laser de diodo, puede alojarse internamente
dentro de un recinto del dispositivo de exploracion sellado, o conectarse externamente a través de salidas de cable
de fibra dptica para proporcionar una flexibilidad 6ptima en cuanto a las longitudes de onda de excitacion, es decir
los laseres de diodo especificos, que van a usarse. Como tal, la tecnologia puede proporcionarse como una mejora
para la instrumentacion existente, o como un sistema de dispositivo de exploracion completamente encerrado.

Una realizacién adicional de la invencion incluye la utilizacion de un ajuste multiexponencial de la curva de
decaimiento de fluorescencia para separar la fluorescencia que se origina de la especie de proteina marcada con el
fluorocromo de la fluorescencia que se origina de otras fuentes tales como la propia matriz de gel, disoluciones o
particulas presentes en el gel, o efectos de dispersion. La separacion de las curvas de decaimiento de fluorescencia
proporciona la sustraccion del fondo al nivel de fotones tal como se ilustra en las figuras 2A-2C. Ademas, esta
realizacién de la tecnologia de CUTEDGE reduce la necesidad de algoritmos de sustracciéon del fondo asistidos por
software en el posterior analisis de imagenes, y el aumento de la varianza experimental que se sabe que se
introduce por estos algoritmos. La distribucién de los tiempos de vida de fluorescencia en una imagen de 2-DGE se
ejemplifica mediante la figura 4A-4B, que ilustra una imagen de tiempo de vida pseudocoloreada de una Cy2.

Aun otra realizacion de la invencion en el presente documento implica el uso secuencial de multiples longitudes de
onda de laser para la excitacion para facilitar una combinacién de TRF con separacién espectral de fluorocromos. Se
usa la separacion espectral en protocolos de 2-DGE actuales para facilitar la correccion de variaciones entre geles
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en los patrones de separacion a través de multiplexacion, tales como los enfoques DIGE (9) y ALIS (10). Los
protocolos de multiplexacion para la incorporacion de un patrén interno en 2-DGE son vitales para la correccion de
las variaciones de un gel a otro inherentes en el método de 2-DGE, y estan bien establecidos en el campo de la
proteémica basada en gel. Como tal, la inclusién de esta realizaciéon hace que el instrumento de CUTEDGE sea facil
de implementar en flujos de trabajo de protedmica existentes usando protocolos actuales para un patrén interno en
2-DGE. El uso de multiplexacién a través de separacion espectral en vez de a través de TRF también disminuye la
complejidad de los espectros de decaimiento de tiempo de vida, mejorando asi la capacidad de sustraccion del
fondo del método de CUuTEDGE. Sin embargo, las mediciones dobles de FLIM también pueden incluirse en casos en
los que la longitud de onda de excitacion y los tiempos de vida de fluorescencia de los fluorocromos incorporados
son compatibles, como es el caso para el par de colorantes Cy2/Cy3 (ejemplo 4).

La incorporacién de un detector de fotones de suficiente sensibilidad asi como el rango dinamico representa aun otra
realizacién crucial de la invencién. Tradicionalmente, se ha usado la tecnologia de tubo fotomultiplicador (PMT) en
instrumentos de adquisicion de imagenes para 2-DGE para garantizar un amplio rango dinamico de deteccién. Sin
embargo, las limitadas eficiencias cuanticas (QE) de los detectores de PMT pueden comprometer la sensibilidad de
deteccién en la aplicaciéon de CuUTEDGE. Como tal, los detectores de fotodiodo de avalancha (APD), con QE de
hasta el 90% en el rango visible, pueden demostrar ser ventajosos en cuanto a la sensibilidad, con el inconveniente
de posibles limitaciones en el rango dinamico de deteccion. Como tal, pueden disefarse diferentes variantes del
instrumento de CUTEDGE equipado con detectores que se ajustan a las necesidades individuales del usuario tal
como se conoce en la técnica.

La integracién de la curva de decaimiento de fluorescencia de intensidad especifica para el fluorocromo para
calcular el area bajo la curva (AUC) representa aun otra realizacion fundamental de la invencion. Se estima que el
uso del AUC (correspondiente al recuento total de fotones para la componente de fluorocromo) como el formato de
salida en vez de la contribucion de la amplitud de la componente proporciona una mejora adicional de 1-2 6rdenes
de magnitud en el rango dinamico.

La automatizacion y facilidad de uso con un componente central del instrumento de CuTEDGE, particularmente en
cuanto a calculos graficos y cuantitativos de imagen de 2-DGE adquirida. Se incluyen protocolos automatizados para
analisis de FLIM, sustraccion de las componentes de fondo y exportaciéon de imagenes de intensidad para la(s)
componente(s) de fluorocromo para los fluorocromos patron usados en 2-DGE. Con el fin de facilitar el uso de
software de analisis de imagenes de 2-DGE existente, se representa por tanto el AUC como una intensidad
monodimensional (Z) en la imagen exportada resultante. El uso de un formato de archivo de imagenes con etiquetas
(TIFF) de 32 bits o equivalente en sustitucion del formato de 16 bits usado actualmente proporciona un rango
dindmico digital de aproximadamente 10 érdenes de magnitud, facilitando asi el rango dinamico completo de
intensidades de pixel logrado a través de la tecnologia de CUTEDGE.

Para maximizar la automatizacion, la invencion también facilita la programacion de la exploracién secuencial de
multiples protocolos diferentes seguin se define por el usuario, por ejemplo la exploracion secuencial de multiples
fluorocromos usados para multiplexacion.

Dada la amplia gama de tiempos de vida de fluorescencia disponible en las diversas sondas fluorescentes usadas
en la protedmica basada en gel de hoy en dia, los diodos laser pulsados de frecuencia variable para la optimizacion
de los tiempos de exploracion representan otra realizacién de la invencion.

Por tanto, se han expuesto en lineas generales, mas que ampliamente, las caracteristicas mas importantes de la
invencion con el fin de que pueda entenderse mejor la descripcion detallada de la misma, y con el fin de que la
presente contribuciéon a la técnica pueda apreciarse mejor. Hay caracteristicas adicionales de la invenciéon que se
describiran mas adelante en el presente documento.

A este respecto, antes de explicar al menos una realizacién de la invencién en detalle, ha de entenderse que la
invencién puede presentar otras realizaciones y ponerse en practica y llevarse a cabo de diversas maneras que
resultan obvias para el experto en la técnica. Ademas, debe entenderse que la fraseologia y terminologia empleada
en el presente documento son para el fin de descripcion y no deben considerarse limitativas.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra la abundancia de proteinas detectada frente a la abundancia de proteinas real con mediciones
con tinciones de plata (linea continua fina) y DIGE de fluorescencia del estado de la técnica (lineas de puntos) asi
como la comparacion de mediciones de prueba de concepto inicial usando fluorocromos de DIGE con
instrumentacion de TRF inferior a la éptima (lineas de trazos) con mediciones que usan la invencion en el presente
documento (lineas continuas gruesas).

La figura 2A muestra un ejemplo de las curvas de decaimiento de fluorescencia (recuento de fotones frente al
tiempo) que resulta de mediciones en gel de proteinas marcadas con CyDye.
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La figura 2B muestra un ejemplo de ajuste multiexponencial de las curvas de decaimiento de fluorescencia (recuento
de fotones frente al tiempo) usando fluorocromos con un tiempo de vida de fluorescencia mas largo, indicandose la
ventana éptima para las mediciones con regulacion temporal (lineas de trazos).

La figura 2C es un grafico que compara la contribucion de fluorescencia de fondo acumulada con la fluorescencia
total. Se indican los niveles de emision durante mediciones sin resolucidon temporal, convencionales (linea de trazos)

La figura 3A muestra un gréfico tridimensional de fluorescencia relativa, longitud de onda y tiempo para Cy3 y Cy5
durante la excitacién con una fuente de luz constante.

La figura 3B muestra un grafico tridimensional de fluorescencia relativa, longitud de onda y tiempo para Cy3 y Cy5
durante mediciones de resolucion temporal, es decir excitacion con un laser pulsado.

La figura 3C es una representacion bidimensional de la fluorescencia y las componentes de longitud de onda
mostradas en la figura 3A, que muestran las curvas de excitacion (linea continuas) y emision (lineas de trazos) para
Cy3y Cyb.

La figura 3D es una representacion bidimensional de la componente de tiempo y las componentes de recuento de
fotones de la figura 3B, que muestra las curvas de emision de tiempo de vida para Cy3 y Cy5.

La figura 4A muestra una imagen de tiempo de vida pseudocoloreada que presenta la distribucion de las diferentes
componentes de tiempo de vida en un gel de 2-DGE que contiene proteinas marcadas con Cy2. Se presenta la
escala temporal en la esquina superior derecha, representando el color blanco los tiempos de vida mas largos vy el
color negro los mas cortos. El aspecto de “sal y pimienta” en las regiones sin manchas de la imagen resulta de una
componente de fondo muy corta (0,2 ns) mezclada con la componente de fondo mas larga (4,2 ns) asociada con la
matriz de acrilamida (véase la figura 5).

La figura 4B muestra que el patrén de manchas de proteinas de la correspondiente imagen de 2-DGE convencional
que presenta intensidades de fluorescencia total (sin separacion de tiempo de vida) se corresponde bien con la
imagen de tiempo de vida, indicando que las componentes de fondo del gel de poliacrilamida pueden en efecto
separarse de forma distinta de la de los fluorocromos CyDye a través de aplicaciones de fluorescencia de tiempo de
vida.

La figura 5 es un grafico del recuento de fotones frente a las concentraciones de acrilamida para la componente de
fondo principal larga (4,2 ns) en un gel de gradiente unidimensional.

La figura 6 es un esquema sobre un posible disefio instrumental de CUTEDGE.

La figura 7 muestra las tres dimensiones que contribuyen al volumen de manchas usado para la cuantificacion de
proteinas.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion en el presente documento proporciona una nueva plataforma para la deteccién y cuantificaciéon en gel
de proteinas marcadas de manera fluorescente en estudios protedmicos globales y basicamente tiene las siguientes
realizaciones tal como se comenta en mas detalles en el presente documento: el disefio general del instrumento de
CUuTEDGE se explica en lineas generales en la figura 6. Un diodo laser pulsado, alojado internamente dentro de un
recinto del dispositivo de exploracion sellado o conectado externamente a través de un cable de fibra 6ptica, se usa
para la excitacion en gel de proteinas marcadas con fluorocromos (covalentemente o mediante fuerzas iénicas). Un
mecanismo de dispositivo de exploracion, proporcionado a través del movimiento de la platina de vidrio que sostiene
el gel o alternativamente, moviendo espejos dicroicos bajo la platina del gel, facilita la exploracién por pixeles del gel.
La fluorescencia emitida que pasa a través del filtro dicroico movil/estacionario se dirigira a través de un filtro de
emision de eleccion y ademas a través de un cable de fibra optica hasta un detector alojado internamente o
conectado externamente, dependiendo de si el disefio instrumental se refiere a un sistema de dispositivo de
exploracion encerrado o un kit de mejora externo. El panel de recuento de fotones exporta y transfiere los datos a un
maodulo de software, que esta disefiado para el ajuste de tiempo de vida multiexponencial totalmente automatizado
de la curva de decaimiento de fluorescencia para separar la fluorescencia que se origina de la especie de proteina
marcada con el fluorocromo de la fluorescencia que se origina de otra fluorescencia de fondo no deseada. La curva
de decaimiento de fluorescencia integrada especifica para el fluorocromo se exporta como una imagen de intensidad
por fluorocromo, en un formato compatible con el analisis de imagenes de 2-DGE cuantitativa adicional.

La invencion en el presente documento, utilizando las diferencias intrinsecas en los tiempos de decaimiento de
fluorescencia de fluorocromos y fluorescencia de fondo, respectivamente, puede mejorar significativamente tanto la
intensidad de sefial global como las relaciones sefal a ruido en protedmica basada en gel. A través del uso de
laseres pulsados, pueden medirse las curvas de decaimiento en la totalidad del tiempo de vida de fluorescencia, tal
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como se ilustra en las figuras 3A-3D. Se usara un mecanismo para mover el pulso laser y el detector a lo largo del
gel para facilitar una exploracién por pixeles del gel. Una solucién implica un controlador de motor paso a paso para
mover un conjunto de espejos bajo una plataforma de vidrio estacionaria que sostiene el gel para evitar el
movimiento de la plataforma de gel real. Esta configuraciéon invertida ayuda a mantener los geles planos
estacionarios para evitar la rotura de los geles de poliacrilamida fragiles, particularmente en geles de gran formato.
La distancia variable resultante producida por los espejos moviles se corregira mediante la colocacion apropiada de
generadores de retardo. Ademas, esta solucién facilita un recinto robusto para permitir la inmersiéon en agua de los
geles planos, que de otro modo pueden secarse durante la exploracion secuencial de alta resolucion requerida para
la multiplexacion. Una solucién alternativa implica el movimiento gradual del panel del dispositivo de exploracién que
sostiene el gel. De manera importante, cualquier configuraciéon proporciona un facil cambio del laser de diodo
pulsado para facilitar la flexibilidad en la eleccién de las longitudes de onda de excitacion.

La utilizacion mas sencilla de TRF es para calcular el tiempo de vida promedio a partir de la curva de emision de
fotones detectada. Se utilizan principalmente mediciones de TRF menos sofisticadas en las que se omite el ajuste
multiexponencial para determinar la ausencia o presencia de un fluorocromo conocido. En sistemas complejos tales
como la deteccién en gel de proteinas marcadas con Cy2 ejemplificada en la figura 2A, la contribuciéon de las
componentes de fondo no pueden distinguirse de la emisiéon derivada del fluorocromo. Las mediciones distintas a
TRF que usan una fuente de luz constante dan como resultado un nivel de emision constante correspondiente al
nivel maximo de la fluorescencia total (linea continua), y en semejanza a las mediciones de TRF
monoexponenciales, las componentes de fondo individuales no pueden distinguirse de la fluorescencia total.

El ajuste monoexponencial resultante no facilita la separaciéon de multiples componentes fluorescentes, y como
resultado la emisién de fondo y el fluoréforo se resumen en una Unica curva (figura 2C; linea continua). Como tal, las
mediciones de FLIM monoexponenciales resultantes se adaptan mejor para la discriminacion entre la
presencia/ausencia de fluorocromos de tiempos de vida conocidos, tal como se ejemplifica mediante el instrumento
de TRF monoexponencial mencionado en la “Descripcion de la técnica relacionada” construido para la clasificacion
binaria de nucleétidos en la secuenciacién y deteccidon de nucledtidos de ADN de Sanger en microalineamientos (11,
12). La aplicacion a imagenes de gel de 2-DGE pretendida por la tecnologia de CuTEDGE representa numerosos
retos en comparacion con las aplicaciones previas de TRF para microalineamientos de ADN. De la manera mas
importante, se conocen las ubicaciones de mancha y tamafos de mancha en los microalineamientos, haciendo que
sea facil predefinir los limites de mancha. En cambio, no se conocen ni el tamafio de mancha ni las ubicaciones de
mancha en 2-DGE puesto que el patron de manchas se basa en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas.
Grandes variaciones entre geles en los patrones de separacién de manchas se afiaden adicionalmente a la
complejidad de la deteccion y cuantificacién de manchas en imagenes de 2-DGE. Las superficies sélidas usadas en
microalineamientos son mucho mas homogéneas que la matriz de gel de poliacrilamida usada en 2-DGE. La
ubicacion en el gel de las proteinas en 2DE da como resultado una fluorescencia de fondo mas compleja que la de
la hibridacion superior utilizada para la detecciéon de nucledtidos en microalineamientos. Como tal, se requiere un
sistema mucho mas robusto en cuanto a la deteccidn y sustraccion del fondo para la adquisicién de imagenes de 2-
DGE en comparacion con sistemas de imagenes de microalineamientos.

Puesto que la fluorescencia de fondo no puede cuantificarse en aplicaciones de fluorescencia convencionales, ha de
estimarse la emisién de fondo a través de la evaluacién de la intensidad de los pixeles que rodean la molécula
marcada de manera fluorescente. Los algoritmos disponibles actualmente para la sustraccion del fondo en imagenes
de 2-DGE no son muy precisos, y se ha mostrado previamente en varias publicaciones que estos algoritmos carecen
de robustez en cuanto a la reproducibilidad, y como tal introducen una cantidad significativa de varianza en el
analisis cuantitativo (1-4).

Dado que existe una separacion suficiente en el tiempo de vida de la fluorescencia de fondo y el fluorocromo,
aplicaciones de TRF monoexponencial pueden proporcionar una mejora con respecto a las mediciones con
iluminacién constante porque puede reducirse el ruido de fondo a través de mediciones con retardo temporal (figura
2B). Sin embargo, la regulacion temporal que tiene como objetivo excluir la emisiéon de fondo generalmente da como
resultado también la exclusion del pico de emision principal del fluoréforo (figura 2B). En los casos en los que el
tiempo de vida del fluorocromo es sustancialmente mas largo que las componentes de fondo, puede usarse
mediciones con regulacion temporal para excluir la fluorescencia de fondo de la cuantificacion. Aunque esta
estrategia comprometera algo las mejoras en la relacion sefial a ruido, puede excluirse la necesidad de complejos
algoritmos de ajuste una vez que se conocen los tiempos de vida de las componentes existentes. Por consiguiente,
la ganancia en sensibilidad y rango dinamico es limitativa, tal como se evidencia por los intentos anteriores de
aplicar enfoques con retardo temporal monoexponenciales a microalineamientos (12).

Ademas, los fluoréforos basados en cianinas usados con la mayor frecuencia en 2-DGE hoy en dia (CyDyes para
DIGE) tienen tiempos de vida de fluorescencia que son mucho mas cortos que los de la matriz de poliacrilamida
circundante (~1 ns frente a -4 ns; figura 2A), excluyendo asi la estrategia de regulacién temporal. Como tal, el uso de
algoritmos de deconvolucién para el decaimiento multiexponencial es un aspecto fundamental de la tecnologia de
CuTEDGE para facilitar la sustraccion del fondo basada en FLIM también para estos fluorocromos de corto tiempo
de vida.
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En la figura 2A que muestra fluorescencia de resolucion temporal (TRF), se utiliza un laser pulsado para la
excitacion (tiempo 0), se cuantifica la posterior curva de decaimiento de fluorescencia. El ajuste multiexponencial de
la curva de decaimiento que resulta de la deteccidon de deteccion en gel de proteinas marcadas con Cy2 revel6 una
componente de fondo corta (0,2 ns) y una componente de fondo larga (4,2 ns) ademas de la componente del
fluorocromo (1 ns). La figura 5 muestra la fuerte correlacién entre la intensidad de la componente de fondo principal
(4,2 ns) y la concentracion de acrilamida en un gel de gradiente de poliacrilamida (R2 = 0,67), lo que indica que la
matriz de poliacrilamida es la fuente de esta componente de fondo. El tiempo de vida de la componente permanecio
estable en la totalidad del gradiente de poliacrilamida, y sélo se alter6 la intensidad de la componente. Como tal, la
estrategia de sustraccion del fondo que va a usarse en la tecnologia de CUTEDGE es un método robusto aplicable a
geles de gradiente asi como geles isocraticos de concentraciones variables. El ajuste multiexponencial facilita la
sustraccion de las componentes de fondo, lo que da como resultado una relacion sefial a ruido aumentada
significativamente.

Los experimentos de prueba de concepto que usan un conjunto multiplexado de orden 3 de fluorocromos para DIGE
(Cy2, Cy3 y Cy5) mostraron una diferencia distinta en la distribucién de tiempos de vida de las componentes de
fondo y el propio fluorocromo (figuras 4A). Una comparacién entre la imagen de intensidad tradicional y una imagen
de tiempo de vida pseudocoloreada demuestra claramente que el patrén de separacién de manchas de proteinas es
superponible. El ajuste multiexponencial por pixeles y la posterior extraccion de la componente del fluorocromo
facilita por tanto la sustraccion del fondo al nivel de fotones. Las mediciones de prueba de concepto revelaron
aumentos de mas de 10 veces en las relaciones sefal a ruido con respecto a los dispositivos de exploracién de laser
de primera linea existentes, aunque se utilizase instrumentacion inferior a la éptima (un microscopio de TRF
modificado que permite una profundidad de medicién maxima de ~1 um, en comparacion con un dispositivo de
exploracion Typhoon que mide la profundidad total de 1 mm del gel). Tal como se muestra en la figura 1, el intervalo
de abundancias de proteinas fisiolégicas (eje x) se representd graficamente frente al intervalo de deteccion lineal
para diversas tinciones de proteinas usadas en 2-DGE (eje y). Los métodos colorimétricos tales como tinciéon con
plata (linea continua clara) ofrecen normalmente un rango dinamico de 1-2 6rdenes de magnitud, mientras que los
métodos fluorescentes tales como DIGE minima (linea de puntos) proporcionan rangos dinamicos lineales de 3-4
ordenes de magnitud. Las mediciones de prueba de concepto que usan instrumentacion de TRF existente (linea de
trazos) mostraron una mejora de 3 6rdenes de magnitud en el rango dinamico cuando se aplicé TRF en mediciones
de DIGE convencionales (linea continua gruesa). Tras la implementacion de las realizaciones explicadas en
términos generales para el instrumento de CUTEDGE novedoso, se estima que el rango dinamico y la sensibilidad
de deteccion mejoran con 2-3 érdenes de magnitud adicionales (recuadro de linea continua). Como tal, se espera
que esta realizacion fundamental sola proporcione mejoras de varios 6érdenes de magnitud en la sensibilidad y el
rango dinamico con respecto a las técnicas de adquisicion de imagenes existentes para 2-DGE. El aumento
resultante en la especificidad en la medicidon no sélo proporciona una mayor sensibilidad, sino que también elimina
factores de confusién de efectos de dispersion u otras especies fluorescentes presentes en el gel, incluyendo la
propia matriz de gel, disolventes, particulas o residuos celulares que quedan en el gel. Ademas de mejoras en la
relacion sefial a ruido de la deteccion, el enfoque de FLIM multiexponencial también contribuye por tanto a reducir
los problemas con la segmentacion (deteccion de manchas) y el registro (correspondencia de manchas) en el
posterior analisis de imagenes. Tales problemas representan actualmente otro cuello de botella importante en el flujo
de trabajo de DGE cuantitativa, ya que es necesaria hoy en dia una extensa edicion manual de la deteccién y
correspondencia automatizada de manchas. El fondo mas limpio producido por la tecnologia de CUTEDGE mejorara
por tanto la automatizacién de la alineacién de imagenes y reducira en ultima instancia la subjetividad del analisis de
imagenes. La varianza inducida por el software introducida por los algoritmos de sustraccion del fondo usados
actualmente en el software de andlisis de 2DGE también se elimina, puesto que tales algoritmos ya no son
necesarios.

La multiplexacion a través del uso de fluorocromos separados espectralmente es un enfoque bien establecido para
compensar las grandes variaciones de un gel a otro inherentes en la técnica de separacion de 2-DGE. Sin embargo,
en la mayoria de aplicaciones de TRF, se logra la multiplexacion a través del uso de fluorocromos con diferentes
tiempos de vida de fluorescencia, mientras que se solapan los espectros de excitacion y emision. Para maximizar la
versatilidad de la metodologia de CuTEDGE, se combinara la separacién espectral y temporal en una aplicacion.
Como tal, se usaran multiples longitudes de onda de laser para la excitacion tal como se ilustra en el ejemplo 2. Esto
facilita una combinacion de TRF con la separacion espectral usada actualmente en, por ejemplo, los enfoques de
DIGE (9) y ALIS (10), haciendo asi que el instrumento de CUTEDGE se implemente facilimente en flujos de trabajo
de protedmica existentes usando protocolos actuales para un patrén interno en 2-DGE. En multiplexacién que usa
instrumentacién de adquisicion de imagenes existente, un tiempo de adquisicion mas largo no tendra ningun efecto
apreciable sobre la cuantificacion.

Las figuras 3A-3D muestran esto graficamente. Durante la excitacion con una fuente de luz constante (figura 3A),
como es el caso en dispositivos de exploracion de laser existentes usados en protedmica basada en gel, las curvas
de excitacion (figura 3C, lineas continuas) y curvas de emision (figura 3C, lineas de puntos) han de estar lo
suficientemente separadas para evitar la extincion o el solapamiento entre fluorocromos. Debido a la excitacion
constante, el solapamiento sigue siendo igual en la totalidad de la medicién (figura 3A). Por consiguiente, una
ventana de medicion prolongada da como resultado una amplificacion de sefales especificas y no especificas
(fondo) similares. Durante la excitacion con un laser pulsado (figura 3B), la fuente de excitacion se separa
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temporalmente (figura 3D) asi como espectralimente (figura 3C) de la emision. Estas caracteristicas
espectrotemporales afaden otra dimensién de distincién entre diferentes especies fluorescentes, y proporcionan
medios para la sustraccion del fondo al nivel de fotones (véase la figura 2).

Puesto que se usa una fuente de luz constante para la excitacién, el solapamiento espectral entre los espectros de
excitacion y emisién permanece (figura 3A), haciendo obligatorio el uso de un filtro de paso banda estrecho. En
cambio, la separacion espectrotemporal proporcionada por la tecnologia de CuUTEDGE separa los espectros de
excitacion y emisiéon en el tiempo (figura 3B), haciendo asi posible usar un filtro de paso banda mas ancho con
mejoras resultantes en el rango dinamico y la sensibilidad. El uso de multiplexacion a través de separacién espectral
en vez de a través de TRF también disminuye la complejidad de los espectros de decaimiento de tiempo de vida,
mejorando asi la capacidad de sustraccion del fondo del método de CUTEDGE. El método de separacion espectral
también puede utilizarse para la medicion simultanea de multiples sondas en casos en los que la longitud de onda
de excitacién coincide. Estas mediciones de prueba de concepto indican que éste es el caso para el par de sondas
Cy2 y Cy3, que pueden excitarse ambas de forma suficiente mediante un laser de diodo de 490 nm. La deteccion
separada de las emisiones puede facilitarse entonces mediante un uso de filtros dicroicos y detectores duales
(véase el ejemplo 4). Tras el desarrollo de conjuntos de fluorocromos novedosos para TRF-multiplexacion con
diferencias suficientemente grandes en los tiempos de vida de manera que pueda lograrse un ajuste adecuado tanto
de las componentes de fluorocromo y como de fondo, pueden omitirse los métodos de separacion espectral.

La instrumentacion de adquisicion de imagenes existente utiliza un PMT para la deteccion de los fotones emitidos
por el fluorocromo excitado. Aunque un PMT proporciona una alta amplificacion de la sefial (hasta de 106), la
eficiencia del recuento de fotones es generalmente baja (QE~ 10%). Aunque los detectores de APD presentan
eficiencias cuanticas de hasta el 90% en el rango visible, su uso en instrumentacion de adquisicion de imagenes se
ha visto dificultado anteriormente por su largo tiempo de inactividad tras cada foton detectado. Nuevos métodos para
la extincion activa de los detectores de APD contrarrestan este problema, y el uso de un detector de APD puede
ofrecer por tanto mejoras significativas en la sensibilidad y el rango dinamico. Sin embargo en los casos en los que
se requiere un amplio rango dinamico, las limitadas tasas de recuento maximas de los detectores de tipo APD puede
ser todavia un factor limitante. Por consiguiente, existe una gama de detectores adecuados para el instrumento de
CuTEDGE, y el rango dinamico de deteccion se perjudicara frente a la sensibilidad de deteccion en el disefio de
instrumentos de CUTEDGE individuales dependiendo de la aplicacion deseada.

La extraccion de las caracteristicas espectrotemporales de cada fluorocromo usado en CUTEDGE abre el paso a
nuevos enfoques para la cuantificacion de la sefial. En aplicaciones de FLIM existentes, la amplitud de la sefial para
cada componente se utiliza generalmente para cuantificar la contribucion de cada componente en un pixel. En la
aplicacion de CUuTEDGE, se usara en su lugar toda el area bajo la curva (AUC) para fines de cuantificacion. El uso
del AUC, correspondiente al recuento de fotones ajustado para cada componente especifica, contribuird a un
aumento de la sensibilidad de deteccion asi como del rango dinamico. En la adquisicidon de imagenes tradicional,
cuando se aplica excitacidon constante, la integracion del AUC no mejora el rango dinamico de la medicion de
manera notable con respecto a mediciones de amplitud, puesto que se convolucionan todos los factores de
confusién con la sefial de la sonda, y por tanto se amplifican junto con la sefal especifica. Dada la deconvolucién de
las curvas de decaimiento multiexponencial usadas en CuTEDGE, puede calcularse el AUC especifico para el
fluorocromo. Puesto que la separacion espectrotemporal también facilita el uso de un filtro de emisién de paso
banda mas ancho, se aumentaran adicionalmente las mejoras de sefal a ruido del célculo del volumen bajo la curva
(VUC) resultante.

La necesidad de una asistencia manual compleja y evaluaciones de los algoritmos de ajuste del tiempo de vida
disponibles en software de FLIM existente impone grandes exigencias sobre el usuario en cuanto a un conocimiento
profundo del campo. En cambio, el concepto de CuTEDGE proporcionara un alto nivel de automatizacion para
permitir que investigadores de protedmica sin experiencia en el campo de la fluorescencia de resoluciéon temporal
realicen mediciones precisas de manera eficiente en cuanto al tiempo. Dado que los tiempos de vida de las
componentes fluorescentes en 2-DGE permanecen constantes a la luz de tampones y concentraciones de
poliacrilamida alterados, se incluirdn protocolos automatizados para el ajuste del tiempo de vida por pixeles y la
posterior exportacion de imagenes de intensidad para la componente relevante, para los fluorocromos patrén usados
en 2-DGE hoy en dia. Con el fin de facilitar el uso de software de andlisis de imagenes de 2-DGE existente, el AUC
se representara por tanto como una intensidad unidimensional (Z) en la imagen exportada resultante (véase la figura
7). El uso de un formato de archivo de imagen en escala de grises de 32 bits en sustitucion del formato de 16 bits
usado actualmente proporciona un rango dinamico digital de aproximadamente 10 érdenes de magnitud, facilitando
asi mejoras de mlltiples 6rdenes de magnitud en el rango dinamico logradas a través de la tecnologia de
CuTEDGE. Para proporcionar maxima flexibilidad del instrumento, también se proporcionara software para el ajuste
guiado por el usuario asi como la construccion de rutinas para la exploracién automatizada, para permitir una facil
implementacién de protocolos para matrices de gel o fluorocromos novedosos.

Los aspectos que llevan tiempo de 2-DGE limitan a menudo su capacidad de utilizacion en estudios de protedmica a
gran escala hoy en dia, y la automatizacion es de suma importancia en cualquier plataforma de proteémica. Ademas
del ajuste automatizado del tiempo de vida y el posterior calculo de la imagen de intensidad para la componente de
fluorocromo descrita anteriormente, la exploracién secuencial automatizada de multiples protocolos segun se define
por el usuario sera por tanto una caracteristica convencional en el instrumento de CuTEDGE. Ademas de la
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eficiencia temporal, esta caracteristica también contribuye a minimizar la exposiciéon a la luz de los diversos
fluorocromos. Exploraciones secuenciales facilitan la multiplexacion, tal como se ejemplifica mediante el protocolo de
DIGE minima (ejemplo 2). Otras aplicaciones de exploraciones secuenciales incluyen la deteccién de proteina total
con SYPRO™ Ruby tras DIGE de saturacion (ejemplo 5), o multiplexacién de orden cuatro con un CyDye adicional
(ejemplo 4).

El instrumento de CuTEDGE se equipara con laseres pulsados de frecuencia variable (por ejemplo, de 0,1-40 MHz)
para permitir el ajuste fino del método usado para la deteccion y cuantificacion de la amplia gama de fluorocromos
usados actualmente en 2-DGE. Por ejemplo, los tiempos de vida extremadamente largos de ~350-500 ns notificados
para complejos de rutenio (7, 8, 13) exigirian un enfoque de medicién acumulativa, con retardo temporal (figura 2B,
ejemplo 1), mientras que las duraciones de vida mucho més cortas de, por ejemplo, los CyDyes (~1 ns (8)) sugieren
que FLIM con posterior sustraccion de la curva de decaimiento derivada del fondo (figura 2A, ejemplo 2) es mas
apropiado para logran una sensibilidad maxima para estos fluorocromos. El modo de frecuencia variable
proporcionara un tiempo de exploracion mucho mas corto para esto ultimo.

Con respecto a la descripcion anterior entonces, ha de tenerse en cuenta que las relaciones dimensionales 6ptimas
para las partes de la invencién, para incluir variaciones en tamafio, materiales, conformacion, forma, funcién y
manera de funcionamiento, montaje y uso, se consideran facilmente evidentes y obvias para un experto en la
técnica.

Por tanto, se considera lo anterior como una descripcion de los principios de la invencion. Ademas, puesto que se le
ocurriran facilmente numerosas modificaciones y cambios a los expertos en la técnica, no se desea limitar la
invencion a la construccion y funcionamiento exactos mostrados y descritos.

EJEMPLO 1

En este ejemplo, se aislan en primer lugar proteinas de vias respiratorias de rata a través de lisis-lavado (14), un
método de aislamiento que solubiliza instantdaneamente el proteoma epitelial de las vias respiratorias en un tampén
de lisis basado en urea compatible con 2-DGE (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS al 4% pl/v, Triton-X 100 al 0,5%,
coctel de inhibidor de proteasas al 2% v/v). Se determina la concentracion de proteinas de las muestras usando el
método de Bradford, y se separan usando 2-DGE. Se diluye una alicuota de 400 pg de proteina/muestra hasta 350
ul con tampodn de lisis, y se afiade tampén IPG para el intervalo de pH hasta una concentracion final del 1% v/v. Se
cargan las muestras de proteinas sobre la tira IPG (GE Healthcare) a través de rehidratacion a temperatura
ambiente durante la noche, y se realiza isoelectroenfoque (IEF) usando una unidad de electroforesis Multiphor Il y
una fuente de alimentacion EPS 3501 XL a 20°C con el siguiente protocolo de gradiente: 0-50 V, 1 min.; 50 V, 1 h;
50-1000 V, 3 h; 1000-3500 V, 3 h; 3500 V, 19 h (total 74,9 kVh). Tras el |IEF, se incuban las tiras 2x15 min. en
tampon de equilibracién (tris-HClI 50 mM pH 8,8, urea 6 M, glicerol al 30%, SDS al 2%). Se realiza reduccion y
alquilacion de los sulfhidrilos a través de incorporacion de DTT 65 mM en la primera incubacién, y yodoacetamida 10
mM en la segunda. Entonces se cargan las tiras sobre geles de SDS-PAGE de 10%T de 20 cm x 25 cm y se sellan
usando agarosa IsoGel al 0,5%. Se realiza la separacion en la segunda dimensién en un sistema de electroforesis
Ettan Dealt (GE Healthcare) a 10°C, 14 mA/gel hasta que el frente de colorante ha migrado 18 cm (~18 h) en Tris 25
mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1%.

Entonces se retira el gel de poliacrilamida del cartucho de vidrio, y se visualizan las proteinas usando la tincion
SYPRO Ruby™ segun el protocolo del fabricante (Molecular Probes, Eugene, OR). Brevemente, se fijan los geles de
2-DGE en &cido acético al 7% y etanol al 10% durante 2x 30 min., luego se incuban en disoluciéon de tincion
SYPRO™ Ruby al 100% durante la noche. Posteriormente, se destifien los geles de 2-DGE en metanol al 100%
durante 5 min. con el fin de eliminar las particulas de tincion sobre la superficie del gel, luego se equilibran en agua
durante 2 x 15 min.

Se coloca el gel de 2-DGE tefido con SYPRO™ Ruby directamente sobre la platina de vidrio del dispositivo de
exploracion de CuTEDGE, y se visualizan las proteinas usando un régimen de medicion de tiempo de vida con
retardo temporal con un tamafio de pixel de 20-100 um. Se realiza la excitacion a través de un laser de diodo
pulsado de longitud de onda de 490 nm, y una baja tasa de pulsos de 0,1-0,5 MHz (ciclos de 2-10 pus) para permitir
el decaimiento completo de los tiempos de vida extremadamente largos del complejo de Ru fluorescente en
SYPRO™ Ruby.

Se detecta la emisidon usando un detector de PMT y se aplica un filiro de emisién de paso banda de 610+50 nm
(610bp100), alternativamente un filtro de paso largo de 600 nm. Se exportan los datos a un mddulo de software de
ajuste de decaimiento de fluorescencia multiexponencial fluorescencia que puede ajustar hasta cuatro algoritmos de
decaimiento diferentes simultaneamente. Basandose en el tiempo de vida de fluorescencia extremadamente largo
de la molécula de tris(batofenantrolinadisulfonato)rutenio 1l (RuTBS) usada en la tinciéon de proteinas SYPRO™
Ruby, se utiliza un enfoque de medicién con retardo temporal para excluir la fluorescencia de fondo (figura 2B). Se
calcula el area bajo la curva (AUC) de la curva de decaimiento para la molécula de RuTBS con el intervalo de tiempo
de 10-500 ns, y se define como la intensidad de pixel para las coordenadas X, Y dadas de la posicién del dispositivo
de exploracion (véase la figura 7).
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Las mediciones con retardo temporal facilitan una selectividad mantenida con un filtro de emision de paso banda
mas ancho en comparacion con el usado normalmente para la tincion SYPRO™ Ruby (610bp30), puesto que la
mayoria de la autofluorescencia de la matriz y biomoléculas se produce durante los primeros 5 ns. El filtro de paso
banda mas ancho permite la deteccion del grueso del pico de emisiéon ancho para RuTBS, con un aumento de la
sensibilidad como resultado. Tras la finalizacién de la exploracién, los valores de AUC resultantes para cada
coordenada X, Y respectiva se fusionan en un archivo tiff en escala de grises de 32 bits que puede analizarse
mediante un software de analisis de 2-DGE de eleccion.

EJEMPLO 2

Se solubilizan macrofagos aislados mediante lavado broncoalveolar de sujetos humanos fumadores y que nunca
han fumado, usando tampén de lisis de 2-DGE (véase el ejemplo 1). Se crea un patrén interno a través de la
combinacién de cantidades iguales de proteina de todos los sujetos incluidos en el estudio, y se marca con Cy2
conjugada con éster de NHS (reactivo de DIGE minima) segun las recomendaciones del fabricante (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia). Se aleatorizan las muestras de proteinas de los sujetos humanos fumadores y que nunca han
fumado en dos grupos, que se marcan con los reactivos de DIGE minima, Cy3 y Cy5, respectivamente. El patrén
interno marcado con Cy2 se separa conjuntamente con una muestra marcada con Cy3 y una con Cy5 en un gel de
2-DGE segun el protocolo descrito en el ejemplo 1. Se visualizan los tres marcadores de proteinas diferentes en una
secuencia automatizada de tres protocolos de exploracion diferentes usando una combinacion de fluorescencia de
resolucion espectral y temporal tal como sigue:

A) Se excita el fluorocromo Cy2 (patrén interno) a través de un laser de diodo pulsado de longitud de onda de 490
nm, y una tasa de pulsos de 40 MHz (ciclos de 25 ns). Se detecta la emision usando un detector de APD con una
tasa de respuesta de 50 ps, y se aplica un filtro de emision de paso banda de 52020 mn (520bp40).

B) Se excita el fluorocromo Cy3 (muestra) a través de un laser de diodo pulsado de longitud de onda 532 nm, y una
tasa de pulsos de 40 MHz (ciclos de 25 ns). Se detecta la emision usando un detector de APD con una tasa de
respuesta de 50 ps, y se aplica un filtro de emision de paso banda de 58010 nm (580bp20).

C) Se excita el fluorocromo Cy5 (muestra) a través de un laser de diodo pulsado de longitud de onda 640 nm, y una
tasa de pulsos de 40 MHz (ciclos de 25 ns). Se detecta la emision usando un detector de APD con una tasa de
respuesta de 50 ps, y se aplica un filtro de emision de paso banda de 67010 nm (670bp20).

Se exportan los datos de cada uno de los procedimientos de exploraciéon a un médulo de software de ajuste de
decaimiento de fluorescencia multiexponencial que puede ajustar multiples algoritmos de decaimiento
simultaneamente. Debido a los tiempos de decaimiento relativamente cortos de los CyDyes (0,9-1,5 ns) se calcula el
AUC bajo toda la curva de decaimiento correspondiente al respectivo CyDye para cada pixel (figura 2A). El ajuste
multidimensional de las curvas de decaimiento facilita la sustraccion de la emisién de fondo al nivel de fotones en
cada una de las longitudes de onda especificas, que se proporciona como una caracteristica automatizada en el
modulo de software (figura 6). Los valores de AUC resultantes para cada coordenada X, Y respectiva se fusionan en
tres archivos de imagen en escala de grises de 32 bits distintos superponibles adecuados para el analisis con un
software de analisis de 2-DGE con capacidad para DIGE.

EJEMPLO 3

Como etapa adicional al protocolo descrito en el ejemplo 2, se realiza tincion con SYPRO™ Ruby para facilitar la
cuantificacion del contenido de proteina total en el gel de DIGE. En la tecnologia existente, no es posible utilizar los
fluorocromos de DIGE y SYPRO™ Ruby en los mismos geles de 2-DGE debido al solapamiento espectral,
particularmente en cuanto a las curvas de emision de SYPRO™ Ruby, Cy3 y Cy5. Las realizaciones de esta
invencion utilizan la dimension temporal para facilitar la fusion de estos a protocolos convencionales (tal como se
ejemplifica en la figura 3). Tras la finalizacion de los procedimientos explicados en términos generales en el ejemplo
2, se realiza la tincidn posterior con tincion SYPRO™ Ruby para cuantificar el contenido de proteina total segun las
etapas B y C o explicadas en términos generales en el ejemplo 1.

EJEMPLO 4

La presente invencion facilita el analisis de DIGE con multiplexacién de orden cuatro a través del uso de un CyDye
adicional, tal como Cy5.5 o Cy7. Se marca una cuarta muestra con el conjugado de éster de NHS de CyDye
adicional, y se separa conjuntamente con el patrén interno marcado con Cy2 y las muestras marcadas con Cy3 y
Cy5 segun se describe en el ejemplo 2. En el caso de incorporacion del fluorocromo Cy7, se afiade una etapa de
visualizacion adicional al ejemplo 2 a través de excitacion con un laser de diodo pulsado de longitud de onda de 735
nm, una tasa de pulsos de 40 MHz (ciclos de 25 ns), y un filtro de emision de 780+30 nm (780bp60). En el caso de
incorporacion de Cy5.5, puede aplicarse un método alternativo que usa detectores duales para reducir enormemente
el tiempo de exploracion total: las mediciones de prueba de concepto han mostrado que el solapamiento en las
longitudes de onda de excitacion de Cy2 y Cy3 es suficiente para permitir la excitacién de ambos fluorocromos con
un unico laser de diodo de 490 nm.
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A través de la aplicacion de un filtro dicroico para dividir el haz de luz emitido basandose en la longitud de onda,
puede detectarse simultdneamente la emisién de ambos fluorocromos mediante el uso de detectores duales. Puesto
que el solapamiento espectral de Cy5 y Cy5.5 se asemeja al del par de colorantes Cy2/Cy3, puede aplicarse un
Unico método de exploracién/ deteccion dual también para este par de colorantes usando un laser pulsado de 640
nm y un filtro dicroico apropiado en combinacién con los filtros de emision 670BP20 y 710BP40 nm,
respectivamente. Se exportan los datos de cada detector/protocolo de exploracion a un médulo de software de
ajuste de decaimiento de fluorescencia multiexponencial. Se calcula el AUC bajo la curva de decaimiento ajustada
correspondiente al respectivo CyDye para cada pixel. El ajuste multidimensional de las curvas de decaimiento facilita
la sustraccion de la emision de fondo al nivel de fotones en cada una de las longitudes de onda especificas (figura
6). Los valores de AUC resultantes para cada coordenada X, Y respectiva se fusionan en cuatro archivos tiff en
escala de grises de 32 bits distintos superponibles adecuados para el analisis con un software de analisis de 2-DGE
con capacidad para DIGE.

EJEMPLO 5

Este ejemplo implica una alteracién del método recientemente publicado para la determinacion del estado redox de
tioles de proteina, en el que Spiess et al. (15) utilizaron multiplexacion de DIGE de saturacidon para detectar la
oxidacion o formacién de aducto de cisteinas tras la exposicién a oxidantes. Brevemente, se aislan proteinas
epiteliales de las vias respiratorias a través de lisis-lavado usando tampon de lisis sin tiourea (14), y se incuban con
un exceso de marcador Cy3 conjugado con maleimida (Cy3 250 nM/mg de proteina; > exceso de 10 veces) para el
marcaje de los tioles reducidos. Se realizaron incubaciones de 16 horas para garantizar la hidrélisis completa del
marcador Cy3 libre (en exceso). Posteriormente, se afiade tributilfosfina hasta una concentracién final de 24 mM
para reducir los enlaces disulfuro. Se realiza una segunda reaccion de marcaje de saturaciéon usando Cy5-maleimida
con el fin de marcar las cisteinas de los enlaces disulfuro reducidos. Se separan las muestras de proteinas
marcadas de manera diferencial mediante 2-DGE segun se describe en el ejemplo 1. En el método original, se
cuantificaron los niveles de Cy3 y Cy5 usando un dispositivo de exploracion de fluorescencia Typhoon 8600
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, parte de GE Healthcare) que utiliza una fuente de luz constante para la
excitacion. Se uso el contenido de proteina total determinado a través de tincion con plata (véase la figura 1) para la
normalizacion.

Por medio de la presente invencion, pueden mejorarse la sensibilidad, especificidad y rango dinamico del método
descrito anteriormente mediante una combinacién de los protocolos descritos en el ejemplo 2 y el ejemplo 3.
Brevemente, esto incluye la visualizacién de los CyDyes usando la tecnologia de CuUTEDGE segun se describe en el
ejemplo 2, seguido por cuantificacion del contenido de proteina total usando el protocolo de CUTEDGE SYPRO™
Ruby descrito en el ejemplo 3.

EJEMPLO 6

Se analizan proteinas procedentes de liquido de lavado broncoalveolar (BAL) de pacientes asmaticos asi como
sujetos control sanos para determinar el contenido de IL-13 a través de inmunotransferencia. Brevemente, se
concentran las proteinas de liquido BAL usando un filtro centrifugo BioMax segun las instrucciones del fabricante
(Millipore, Bedfont, OR) y se separan con 2-DGE segun se describe en el ejemplo 1. Tras la electroforesis, se
someten a transferencia las proteinas en membranas de poli(fluoruro de vinilo) (PVDF) Sequiblot™ (0.2 um de
tamafio de poro) usando el sistema ISO-DALT a 10°C, 250 mA durante 19 horas en Tris25 mM, glicina 192 mM,
metanol al 10% (v/v). Posteriormente, se realiza el bloqueo de la membrana con proteina lactea, y se incuban las
membranas de PVDF con un anticuerpo primario monoclonal anti-IL-13. Se detecta el anticuerpo primario usando un
anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con Cy5.

Se visualiza el marcador Cy5 a través de excitacion con un laser de diodo pulsado de 640 nm (40 MHz), y se
cuantifica la fluorescencia a través de un detector de APD con una tasa de respuesta de 50 ps y un filtro de emision
670bp20. Se exportan los datos a un moédulo de software de ajuste de decaimiento de fluorescencia
multiexponencial que puede ajustar simultaneamente multiples algoritmos de decaimiento. Se calcula el AUC bajo
toda la curva de decaimiento para cada pixel. El ajuste multidimensional de las curvas de decaimiento facilita la
sustraccion de la emision de fondo al nivel de fotones en cada una de las longitudes de onda especificas. Los
valores de AUC resultantes para cada coordenada X, Y respectiva se fusionan en un archivo tiff en escala de grises
de 32 bits adecuado para el andlisis con un software de analisis de 2-DGE.

Aunque se ha describo la invencidon con referencia a realizaciones especificas, se apreciara que son posibles
numerosas variaciones, modificaciones y realizaciones, y por consiguiente, todas de tales variaciones,
modificaciones y realizaciones han de considerarse que estan dentro del espiritu y alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Método de adquisicion de imagenes de electroforesis en gel mono y bidimensional, caracterizado por

excitar un fluorocromo unido a una proteina con un dispositivo de exploracién de laser pulsado para proporcionar
mediciones mediante imagenes de tiempo de vida de fluorescencia para la deteccién y cuantificacion de proteinas a
un nivel pixel por pixel y

utilizar un ajuste multiexponencial de la curva de decaimiento de fluorescencia para separar la fluorescencia que se
origina de la especie de proteina marcada con el fluorocromo de la fluorescencia que se origina de otras fuentes
seleccionadas del grupo que consiste en, tales como, la propia matriz de gel, disoluciones o particulas presentes en
el gel, o de efectos de dispersion, para la posterior sustraccion del fondo.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que la deteccion y cuantificaciéon de proteinas comprende la
cuantificacion de fluorescencia tras una etapa de transferencia.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que el dispositivo de exploracion de laser pulsado es un laser de
diodo alojado internamente dentro de un recinto del dispositivo de exploracién sellado.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que el dispositivo de exploraciéon de laser pulsado se conecta
externamente a través de salidas de cable de fibra 6ptica para proporcionar una flexibilidad éptima en cuanto a las
longitudes de onda de excitacion que van a usarse.

5. Método segun la reivindicacion 1, en el que el método se realiza con la instrumentacion existente
mejorada.
6. Método segun la reivindicacién 1, en el que el método se realiza con un sistema de dispositivo de

exploraciéon completamente encerrado.

7. Método segun la reivindicaciéon 1 6 2, que comprende ademas utilizar ajuste multiexponencial de la curva
de decaimiento de fluorescencia para separar la fluorescencia que se origina de la especie de proteina marcada con
el fluorocromo de la fluorescencia que se origina de otras fuentes tales como una membrana de transferencia, para
la posterior sustraccion del fondo.

8. Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas el uso secuencial de multiples longitudes de
onda de laser para la excitacion para facilitar una combinaciéon de fluorescencia de resolucion temporal con
separacion espectral de fluorocromos, usando multiplexacién a través de separacion espectral para disminuir la
complejidad de los espectros de decaimiento de tiempo de vida.

9. Método segun la reivindicacion 8, en el que hay mediciones dobles mediante imagenes de tiempo de vida
de fluorescencia.

10. Método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas integrar una curva de decaimiento fluorescente
de la intensidad especifica para el fluorocromo para calcular el area bajo la curva.

11. Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas incorporar caracteristicas de automatizacion y
de uso facil.
12. Método segun la reivindicacion 11, en el que las caracteristicas de automatizacion y de uso facil incluyen

al menos uno de calculos graficos y cuantitativos de electroforesis en gel mono o bidimensional adquirida, protocolos
automatizados para el analisis de imagenes de tiempo de vida de fluorescencia, sustracciéon de las componentes de
fondo y exportacion de imagenes de intensidad para la(s) componente(s) del fluorocromo para los fluorocromos
patron usados en electroforesis en gel bidimensional.

13. Método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas maximizar la automatizacion, facilitar la
programacion de exploracion secuencial de multiples protocolos diferentes segun defina el usuario, incluyendo la
exploracion secuencial de multiples fluorocromos usados para multiplexacion.

14. Método segun la reivindicaciéon 1, que comprende ademds usar sondas fluorescentes usadas en
protedmica basada en gel y diodos laser pulsados de frecuencia variable para la optimizaciéon de los tiempos de
exploracion.
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