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DEFINIZIONE DI ELETTROFORESI

Composto da elettrico [voce del lat. scientifico ("electricus € attribuito a W.
Gilbert, autore del De Magnete, 1600), (gr. elektron, ambra)] + foresi dal gr.

phoresis, ‘tfrasporto’.

...UN CENNO STORICO

La prima metodica eletftroforetica € stata messa a punto, nel 1937, da Arne

Tiselius, un pioniere in questo campo, premio Nobel nel 1948, ed e stata definita

elettroforesi in fase libera

PRINCIPIO DELL" ELETTROFORESI

Migrazione, attraverso un mezzo liquido e/o solido, e sotto I'impulso di un

campo eletirico, di particelle dotate di cariche, ioni o polielettroliti
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% Molte molecole diinteresse biologico (aa, pepftidi, proteine, DNA RNA)
possiedono gruppi ionizzabili e, quindi, ad un opportuno valore di pH,

sono presenti in soluzione come specie eleftricamente cariche

/7

% Sotto l'influenza di un campo elettrico queste molecole cariche
migrano verso il catodo o I'anodo, a seconda che possiedano una

carica positiva (cationi) o negativa (anioni)

% Si distihnguono, in generale, metodi frontali, in cui la separazione
avviene in soluzione libera, e metodi zonali, che si avvalgono

dell'utilizzo di mezzi solidi, porosi ed inerti, come cartqa, gel o acetato di

cellulosa.
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Tabella 6.2 Gruppi ionizzabili presenti nelle proteine

Gruppo aminoacidico lonizzazione dipendente dal pH pK, approssimativo
o -aminico M- lermuu.le - Nll\ = MNH, i H+ 2.0
w-carbossilico C-terminale - {_.:_J{}H = LJIL]II.’.'r HY 3.0

- -carbossilico [As].'r]
y-carbossilico (Glu}

imidwzalico (His)

sulfidrilico {Cys)

fenolico {Tyr)

=z FHJ.H{'III[ = CI{E{_.IEH:I' v H+

1.9

= ELH;:- COOH = I:LE-I ]1{ 0 + H
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HMN+ MNH N NH
T T,

—CH 3H &= — CH,5 + H¢

E-armumico { Lys)

= ‘LH::‘_.:"‘PHJ —_—— {LE‘I._-hNI[: + |‘I'

guanidinico (Arg)
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lonizzazione delle proteine
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Fig.22 - Rappresentazione schematica della dissocinzione di una pro-

teina a 3 pH diversi. In alto ad un pll fortemepte acido, a mevd al

pH del punte isoelettrico, in basso a pif fortemente alcaline.
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Parametri chiave

% L'elettroforesi €, dunque, il processo per cui molecole cariche si separano in un

campo elettrico a causa delle loro diverse mobilitd

% | fattori che influenzano la mobilitd di una molecola in un campo elettrico

comprendono :
e la carica della molecola (g) (Coulomb)

e il gradiente di potenziale del campo elettrico (E), dato dalla ddp tra i due elettrodi

diviso la distanza in cm tra gli stessi (V -cm)

* laresistenza di attrito del mezzo di supporto (f)

% Il prodotto dei parametri Ee g (Ex qg) fornisce la forza, misurata in Newton,

che spinge una molecola di carica g verso un elettrodo di carica opposta
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% La forza frizionale (f), che rallenta il movimento della molecola carica, dipende
dalle dimensioni della molecola, dalla sua forma, dalle dimensioni dei

pori del mezzo nel quale avviene |'elettroforesi e dalla viscosita del tampone

% La velocita (v) di una molecola carica che si sposta in un campo elettrico e

data, dunque, dalla seguente equazione:

% Da tale equazione si evince che, a parita di tutte le altre condizioni, cioe E ed f,
la velocitd di migrazione di una particella in un campo elettrico dipenderda dalla

sua carica elettrica q.
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Mobilita elettroforetica

Comunemente, non si fa riferimento alla velocita di migrazione di una particella nel

campo elettrico, ma alla sua mobilita elettroforetica, indicata con p e pari a :

u=— (M=—1/—= =cm®Bec” V™)

Quindi, la mobilita & indipendente dal campo elettrico, ma dipende (a parita di altre

condizioni) dalla struttura intrinseca della molecola (carica, dimensioni, forma, PM)
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Quindi, la migrazione € DIRETTAMENTE proporzionale alla carica netta di una
molecola, (che dipende dal proprio punto isoeletftrico e dal pH del mezzo),

ed INVERSAMENTE proporzionale alle dimensioni
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ELETTROFORESI ZONALE

% Le particelle migrano e si separano, fra i pori di un supporto solido inerte, in base
alla diversa mobilita e si raggruppano in zone ristrette;

/

% Supporti utilizzati:

su carta (non piu in uso) : :
. — inerti
su acetato di cellulosa

J \

su gel di agarosio . .
— setacci molecolari

su gel di poliacrilammide

< Monodimensionale o bidimensionale:;

% Su colonna, capillare, continua, preparativa: necessitano di apparecchiature

particolari.
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APPARECCHIATURA

% Un alimentatore con potenza fino a 3000 V;

% Una cella o vaschetta per elettroforesi:

v a sviluppo orizzontale

v asviluppo verticale

% Una soluzione tampone opportuna;
% Una soluzione per la colorazione delle zone;
% Un indicatore di corsa (ad es. blu di bromofenolo);

< Eventualmente:

v Un apparato per la preparazione del gel

v Un apparato per la lettura e la quantificazione (densitometro)
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I 1l supporto deve essere sempre in contatto col tampone di corsa

Questo nell'elettroforesi orizzontale pud essere fatto In alternativa, in un sistema verticale, si immerge
con ponti costituiti da carta da filtro o garza (a meno direttamente il gel nel tampone in modo da permettere
che il supporto del campione non sia gia la carta). direttamente il passaggio di corrente attraverso il gel.

R pozzetti per

. pettine
l'applicazione — ‘
del campione "~ [r_-

(a)

:ﬁs.lastre di vetro
il gel sl trova tra le due ]
lastre di gel

w spaziatori
o | -——-r’*—ﬂ—f”/r T o vaschetta
1= 0 Superiong "I - F 5
(& un filo sottlle) JL_;E; s i EUIJfHQrE per il
— | ampone
_f:;-- - ‘ -.:_ -

Paper strip r
b
®) ] vaschetta
| } inferiore per il
+ e 8 @ L] e @ = ] mmpone
i f Positive
:::ialwe ::::L:: IDHSS elettrodo inferiore

lication
we supporti per il gel
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ELETTROFORESI SU ACETATO DI CELLULOSA

/

% Usata in analisi cliniche di routine:

v' proteine sieriche

v lipoproteine (a)
v ricerca diimmunoglobuline anomali

Mobilita anodica

<€

e Tampone veronal-acetato pH 8.7 .

(b) Paper strip
e Corsa: 200V per 30 min

+ ® @ . @ ® =
e Fissaggio: TCA 10% Iy
/7 N\
. . Negative Point of Positive

e (Colorazione: Rosso Ponceau o Amido ions sample ions

application

Black 0.5% per 10-20 min
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* Le proteine totali nel sangue si possono dosare sia su plasma che su siero (per |l

plasma, la proteinemia totale € piu alta del 3-5% per la presenza del fibrinogeno);

% Variabilita legata al'etad ed al sesso, all’attfivitd fisica, alla postura, ai ritmi

cronobiologici;

*

L)

» Le plasmaproteine vengono sintetizzate principalmente dal fegato, in particolare

L)

I'’albuming, il fibrinogeno e le globuline, ad eccezione delle immunoglobuline che
vengono prodotte dal sistema immunitario (plasmacellule). Conftribuiscono alla
sinfesi anche l'intestino per le lipoproteine ed il sistema monocito/macrofagico per

alcuni fattori del complemento;

*

L)

* | livelli plasmatici fisiologici dipendono dalla sintesi, dal catabolismo, dalla

diminuzione delle proteine nei vari compartimenti corporei e da perdite esterne;

% |l metabolismo delle proteine € rapido ed intenso: viene giornalmente rinnovato, in
condizioni fisiologiche, il 9% di tutte le proteine sintetizzate dal fegato ed il 10-25% di

quelle circolanti.
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Eletroforesi su acetato di cellulosa

+ (‘B +

- Al urmin

1 alpha-
s Glebuling

ketba-
— globuling
2 gamma-

Jlobuling

Separating serum proteins
by @lechrophoresis

@

1 Antitrypsing
B o _““\ fmﬁm

ol Antichymotrypsine
Ceruloplasmine
GC Globuling
a2 Macroglobuline
Haptoglobine
u Lipoproteine

Transferrine
Hemopexine
Plasminogen
Fibrt)ﬂﬂc‘ﬂ!‘l.ﬂ

(:3 Gornplam&nl

y Globullne

mobilita
anodica

Prealbumina

Albumina

o Antitripsina

a; Macroglobulina
Aptoglobina

Transterrina

Frazione C;
del complemento

Immunoglobuiine

Fraction ' Rel%

Albumin 539.¢2
RAlpha i =

Alpha & 5.7
Beta 5.6
Gamma id. B

Normale

c:é o] 13,0 1%’,0 15

B/dL
4. 38
@.2@ =
@72
@.7i
i.39

*,.. Gamma:

Valori normali (%):
Albumina : 52 - 68
Alphal1:2,4-53
Alpha2:6,6 — 13,5
Beta : 8,6 — 14,5

10,7 = 21
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PARAMETRI NORMALI

Banda prealbumina

prealbumina

BANDA A Albumina 55-66%
BANDA a, o, Anfitripsina 4-8 %

(lipoproteine HDL, fetoproteina4 antichimotripsing,
glicoproteina acida)

BANDA o, a,Macroglobulina (anodica) o-10%
aptoglobina (catodica)

(ceruloplasmina)

BANDA 5 (B,) transferrina (anodica) 8-14%

(B1-lipoproteine (LDL)

(B,) C3 complemento (catodica)

(emopessina, P2-microglobulina)

BANDA 'y Immunoglobuline 9-18%
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Albumina

Albumina

Tracciato normale

. Processi inflammatori acuti
Albumina

Albumina

Processi infiammatori Sindrome nefrogica
cronici

Albumina

Gammopatia
monoclonale Ipogammaglobulinemia Cirrosi epatica

Albumina
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PREALBUMINA

% E' la banda piu anodica;

% E’ disintesi epatica;

<% PM 54-61 kDaq;

% Struttura tetramerica;

% Possiede un sito di legame per la tiroxing;

< Emivita di 2 giorni;

% Siriduce nelle epatopatie, nelle reazioni inflammatorie e nella denutrizione;

2 Aumenta nella nefrosi:

% Valori diriferimento: 10-40 mg/dl.
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ALBUMINA

% PM circa 66 kDa;
% Singola catena polipeptidica e struttura secondaria stabilizzata da ponti disolfuro;
% Emivita 20 giorni;

% E' la proteina plasmatica maggiormente responsabile della pressione colloido-osmotica del

sangue (80%);

% Proteina di frasporto a bassa specificitd ed affinitad: metalli sostanze fisiologiche (ormoni,

vitamine, bilirubina, ac. grassi), farmaci;

% Una diminuzione della sintesi puo essere causata da processi infiammatori, da malattie croniche
ed acute del fegato; da fattori tossici endogeni ed esogeni; da malnutrizione e

malassorbimento; un suo aumento potrebbe indicare una situazione di DISIDRATAZIONE;

% Concentrazione plasmatica: 35-55 g/I.
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IPOALBUMINEMIA (<32 g/I)

% Perdita (nefrite, ustioni, dermatiti, attraverso il tubo digerente);

% Apporto inadeguato (stati tumorali, vomito, malassorbimento, fistole intestinali, colifi ulcerose,

enteriti, etc.);
»  Diminuita sintesi (malattie epatiche croniche);

% Aumento del catabolismo (ipertiroidismo, diabete scompensato, traumi, malattie febbrili

prolungate);

% Situazioni fisiologiche (gravidanza, lattazione); loalbiiminemia

40| 7,0 [ 1,6(156(257| 0,7

»  Cause aspecifiche (diluizioni, clinostatismo).

IPERALBUMINEMIE

% Fenomeno molto raro dovuto principalmente a disidratazione.
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BISALBUMINEMIA

Varianti genetiche dell’albumina visibili per la presenza di due bande, una con la
stessa mobilitd dell’albumina normale, I'altra con mobilitd anodica (variante fast) o
piu catodica (variante slow) negli stati etferozigotfi. Al densitogramma la

bisalbuminemia appare come un picco bicuspidato.

Bisalbuminemia

95933 (69 115129/ 19
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a.,~ANTITRIPSINA

% Glicoproteina sintetizzata nel fegato, € un inibitore delle serin-proteasi;

% L'Alfal-Antitripsina, sebbene prodotta dal fegato, esplica il suo principale effetto

protettivo a livello dei polmoni;

% Agisce come inibitore della ftripsina pancreatica, della chimoftripsina, della

trombina, della proteina C attivata, dei fattori Xl e Xlll;

*

% Inibitore delle proteasi sieriche extracellulari (collagenasi, elastasi) liberate

localmente in corso di processi inflammatori.
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0,--MACROGLOBULINA

» Glicoproteina sintetizzata dal fegato. Inibitore di proteasi, ma aspecifico;
% Agisce solamente nel sangue e non nei tessuti a causa delle sue grosse dimensioni;
*» Modulatore dell’attivita delle citochine;

< Aumenta fisiologicamente nel 3° trimestre della gravidanza, nell'infanzia e nell’etd

avanzata;

» Aumenti patologici si hanno nell'inflammazione acuta, nelle epatopatie, nel
diabete.
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o,- APTOGLOBINA

% Glicoproteina capace di legare (in modo forte ed irreversibile) I'emoglobina libera
nel plasma: il complesso cosi formato € rapidamente intercettato ed eliminato
dalle cellule del SRE;

% Diminuisce in tutti i casi di emolisi infravascolare, per difetto di sintesi, per riduzione
del numero di epatociti (anaptoglobinemia). Puo diminuire anche in seguito a sport

prolungati, che comportano distruzione di eritrociti.
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TRANSFERRINA

% Glicoproteina di sintesi epatica, PM 76 kDa, lega 2 atomi di Fe3* ed € deputata al

trasporto dalla sede di assorbimento alla sede di sintesi o di deposito;
*  Aumenta negli stati ferro-carenziali, in gravidanza;
% Diminuisce nelle anemie delle malattie croniche e nelle epatopatie;

¥ Valori diriferimento: 200-320 mg/dl.
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E' costituita dalle diverse classi delle immunoglobuline, prodotte in seguito a
inflammazioni croniche e in risposta ad agenti batterici, micotici, virali e parassitari. A
causa della loro eterogeneita, le immunoglobuline si estendono dalla regione B a

quella y e talvolta occupano anche la zona a.

Le Ig sono I'espressione dell'attivita secretoria di diversi cloni plasmacellulari

In ordine di frequenza nel siero si hanno: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

Gli aumenti in altezza della curva delle gamma globuline (o la comparsa di

picchi), dipendono da un’'aumentata produzione di immunoglobuline:

v" L'aumento policlonale di una classe di Ig si manifesta come un incremento di colore in zona -y

v La presenza di una componente monoclonale si evidenzia con la comparsa in zona a- y di un
picco estremamente alto, con base molto stretta, che rispecchia una produzione anticorpale

massiva di un unico tipo di anticorpo
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Una loro aumentata sintesi puo essere dovuta a tumori a carico delle cellule linfoidi

(linfociti B e plasmacellule), quali leucemie, linfomi, mielomi e plasmocitomi

extramidollari. La diminuzione, oltre che per condizioni da perdita (vedi albumina), puo

dipendere da ipoplasie o aplasie linfoidi (ereditarie o acquisite).

I mieloma multiplo & la forma piu comune di neoplasia plasmacellulare nell'uomo. Produce in
genere un'immunoglobulina monoclonale ed un eccesso di catene leggere libere. Le Ig possono

appartenere a tutte le classi di lg con frequenza corrispondente al loro normale contenuto sierico

Mieloma fB Mieloma vy

26,6 4,2 |12,6(49,3| 7,3 |04 41,3| 2,8 |10,0(13,4|35,3| 0,7
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La separazione avviene in fase liquida a 24°C per 5 a 8000 V e le sieroproteine
migrano in base alla carica elettrica e alla ripartizione cromatografica sulle pareti del
capillare ( si usa un micro capillare in silice fusa riempito da una sostanza che funge da
setaccio molecolare). La rivelazione avviene senza ausilio di coloranti tramite misura

dell’assorbanza a 214 nm da parte un detector UV posto alla fine del capillare.

Sistema di acquisizione dati

Capillare

Catodo

O,

Rivelatore

P Contenitori buffer e

Alimentatore
alta tensione
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La separazione avviene in fase liquida a 24°C per 5 a 8000 V e le sieroproteine
migrano in base alla carica elettrica e alla ripartizione cromatografica sulle pareti del
capillare ( si usa un micro capillare in silice fusa riempito da una sostanza che funge da
setaccio molecolare). La rivelazione avviene senza ausilio di coloranti tramite misura

dell’assorbanza a 214 nm da parte un detector UV posto alla fine del capillare.

FARACON CTE™ 3000

Elettroforesi capillare delle Sieroproteine
FEAK IDENTIFICATIN

1
o
|
]
|
| | i |
| I |
I . '
A o I Wk N |
— ) e -_- i .\:.\_\__1__.'_! 4 L o ;
" —— . | —= . : Frazioni % Int.rif. % gldL
| |
Fudbm, |  re—— Albumina 61,3 55.8 - 66.1 4,9
R — [ I Alfa 1 3,8 29-49 0,3
4 Lamghedy Alfa 2 8,2 7.1-11.8 0,7
. ; | 2, Beta 1 5,5 4.7-72 0,4
| T PR Beta 2 3,2 32-65 0,3
Flrymgiche Gamma 18 11.1-18.8 1,4

A, Y T Rapporto A/G 1,58 (Rif.:1.10-2.40) Proteine Totali: 8,00 g/dL  (Valore dirif. 6.6 - 8.3)



Elettroforesi su gel di agarosio

ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO

% Polisaccaride dell’agar, materiale isolato da alghe; € un polimero lineare e neutro

formato da unita di D-galattosio e di 3,6-anidro-L-galattosio legate alternativamente

con legami glicosidici:

% Si presenta come una polvere biancastra insolubile in acqua fredda

% Si prepara scaldando all’ebollizione una sospensione acquosa di agarosio, sino d

chiarificazione; si lascia, quindi, raffreddare. Intorno ai 45° si ha la formazione del gel,

i cui pori sono di dimensione inversamente proporzionale alla concentrazione

dell’agarosio

% Usato sia per la separazione proteica che per |'elettroforesi di acidi nucleici (DNA e

RNA)
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Elettroforesi su gel di agarosio

Table 6. Properries of Sepharose.

Gel tvpe Approx. “h  Bead size Fractionation range Fractionation cange

agarose um Globe roeIns. Dexcrans
Sepharose 6B s 451635 10000 (00 00y L0 D00 = 1000 000
Sepharose 4B 4 +5 - 163 A1 D00 — 20 000 000 30 000 = 3 D00 A0
Sepharose 2B 2 60 =200  TO OO0 =40 00O 000 100 000 = 20 00w Joo

N

www.unidocs.it - Appunti e dispense per superare i tuoi esami universitari

J'S20PIUN MMM

11BIISISAIUN [Wes3 1on) | aJedsdns Jad ssuadsip o nunddy -
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% Per I'analisi di proteine sieriche, si usa generalmente una soluzione 0,8% di

agarosio in tampone a pH 8.7, versata su lastra di vetro e lasciata raffreddare;

% Campione diluito 1:1 con il tampone contenente 0,1% di blu di bromofenolo
(indicatore della corsa); inserito in una softtile fessura nel gel e fatto assorbire

prima di applicare la corrente;
% Corsa 20 V/cm, per 30 min;
% Fissaggio del gel con soluzione 80% acido picrico - 20% acido acetico;

% Colorazione gel con 0,1% Blue Comassie in metanolo — acqua — acido acetico
(45:45:10 in volume).
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Put the comb
vefically down on
‘the fluid gel.

Be careful not to
trap air bubbles

N /i under or between
T & teeth of the comb.

Pouring
hot fluid gel
into the gel tank
{gel-casting unit).
[Avoid trapping . 7
air bubbles.]
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These wells look see-through,
in fact they are not.

The bottom of the gel

holds DNA sample.

The " wells " are merely
empty rectangular blocks
carved away.

Foling THE bLffer sollitio Cthe gel ik 2t one side:
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The buffer solution is.about 1 mm above
the gel, covering it completely.

Gel| [Side view]

The " wells " were
loaded with DNA samples.
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Two coloﬁr

i T
|

bands | : _
appeared, Ife-i‘] e gdye
but they ari frofitis Zbout
not necess rily ) frofm ihe

DNA fragi}nen K, c‘i{)‘r’ ihe gel
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Etidio Bromuro (EiBr):

Colorante fluorescente che assorbe la luce

UV a 254 nm e riemette in fluorescenza a

590 nm, dando colore giallo-arancio

E' utile sia per visudlizzare, sia per

quantificare il campione di DNA: |'intensita

della fluorescenza e, infatti, proporzionale

alla quantita del campione.
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S0

(a) (b) [ Taglia |Distanza di| (€) 12500
o mig%razic}me
10000 P mm 10000
< 8999 10000 | 1200 | £
5 5000 8000 | 1285 | =
Q ” : E 7500 1
Markers g EEN | o]
¢ 2500 4000 | 1824 | g 5000 -
e 3000 | 2166 |
Per frammenti lineari di DNA e/o RNA la o %00 | 500 | 2397 | 5 2501
: el A
. . . . <. o : : = 0 ———T
distanza di migrazione €& inversamente ; N Ll 0 20 3 40 50 60
E 500 500 | 50.25 Distanza migrata (mm)
proporzionale alle dimensioni della . v LR
v
. . (d) 4.5
molecola (ovvero alla sua lunghezza in g .
5.
~ :
basi
2
g
§," 2.5
2

10 20 30 40 50 60
Distanza migrata (mm)
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42

bp
— 2000 {10 ng/ul)
— 1500 {10 ng/Ql)
— 1,000 (10 ng/pl)
— 700 {10 ngiul)
— 500 {20 ng/pl)

125

48
— 300 {10 ng/ul)

— 100 {10 ng/ul)

2.0% agarose gel
42

42

1 kb DNA Ladder
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ELETTROFORESI SU GEL DI POLIACRILAMMIDE

% La PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis, €& una delle metodiche

elettroforetiche piu utilizzate;

% | gel di poliacriammide sono preparati facendo copolimerizzare monomeri  di
acrilammide in presenza di piccole quantita di N,N’-metilene bisacriiammide (bis-

acrilamide)

O 0O 0
. E? J\/ ?
.f"'f.ﬁh"--m_ + :HH‘HE HH“& PN 7 ;’If’?ﬂ
S TR i
H H
Acrilammide Bis-acrilammide
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Elettroforesi su gel di poliacrilammide
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% La bis-acrilammide, composta da due molecole di acriommide legate da un

gruppo metilene, & utilizzata come agente in grado di formare legami crociati

(cross-linking agent)

% | monomeri di acrilammide polimerizzano nel senso testa-coda e occasionalmente

silegano ad una molecola di bis-acrilammide.

% Il processo di polimerizzazione dell’acriiammide avviene per catalisi radicalica ed
inizia con I'aggiunta di ammonio persolfato, (NH4),5,04 (iniziatore) e della base
N,N,N’,N’-tetrametilendiammina (TEMED, catalizzatore). Il TEMED decompone |o
ione persolfato  dando origine al radicale libero - SO, , che innesca la
polimerizzazione:

R+ M —- RM:*

- - TEMED,

/

RMM'+ M —- RMMM* ecc.
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O D i O
2
= C )J\/
VHHHNHE + Mﬁf l‘“ﬂ-‘_ﬁ f—"ffj
Acrilamide Metilenbisacrilamide
S,0g%" (persolfata)
2 5“34: (radicale solforico che
/ inizia la polimerizzazione)

b

CONH; CONH; CONH; CONH-;

H-C

O NH
CONH, CONH> CONH; CONH;

I-_-- X X .-h_"_
‘nﬁWﬂf ""'--..
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La poliacrilammide € il polimero piu utilizzato per la elettroforesi di proteine con PM
tra 5.000 e 200.000

| suoi vantaggi sono:

v notevole resistenza meccanica sia quando i gel sono idratati che quando vengono seccati;

v completa trasparenza sia nel visibile che nellUV, che resta anche quando i gel sono

seccati;
v aderisce bene al vetro evitando che si creino vie preferenziali;

v La sua porositd pud essere controllata: si pud modulare I'effetto di setaccio molecolare (6%

20% acrilammide);

v E'utilizzabile per la elettroforesi sia nativa che denaturante;

v ilmonomero e'una potente neurotossinalll




Qq&‘{ﬁ}::f;;gfl =i S ox - O .
Sppe Universita degli Studi

T:Bgddh Basilicat Elettroforesi su gel di poliacrilammide

% Si pud modulare la dimensione media dei pori, variando la percentuale di
acrilammide (in genere la percentuale di bisacriammide & lasciata costante),
come in altri SETACCI MOLECOLARI:

Proteine relativamente piccole === migrazione piu veloce

Proteine relativamente grandi === migrazione piu lenta

% ACRILAMMIDE bassc =) SEPARAZIONE MOLECOLE ALTO PM

% ACRILAMMIDE altaq === SEPARAZIONE MOLECOLE BASSO PM
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Gasting stand i

Casting frame
and glass
plate s%

. mampl'ug hama
Plastic combs massamd Ehﬂl:ﬂiﬂrmia

Glass plates with Sample loading '
integrated spacers guides

ST lobded onoo gl
by pspati

v} anodn
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ELETTROFORESI DI PROTEINE

Tipi di gel elettroforesi applicabili alle proteine:

- Elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti (SDS-PAGE)

= Elettroforesi in condizioni native
+ Isoelettrofocalizzazione (IEF)

- Elettroforesi bidimensionale (2D PAGE)

(Juale tipo di elettroforesi usare?
Dipende tipo di analisi che vogliamo fare.

ldentificazione/separazione in base alla dimensione
ldentificazione /separazione in base alla funzione
Separazione in base al pl

Analisi di una miscela complessa

et SDS-PAGE

"= gel nativo

= |EF
——> 2D gel
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La SDS-PAGE prevede |la separazione di miscele proteiche, non in base alla loro carica,
ma alle loro dimensioni poiché I'SDS (sodio dodecil-solfato) conferisce alle proteine

una carica negativa netta, di densitd omogenea

ELETTROFORESI IN
CONDIZIONI
DENATURANTI
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Principali impieghi della SDS-PAGE:

* Proteomica (analisi dell’'insieme delle proteine di una cellula)
« Confrollo di omogeneita (purificazione di proteine)
o Caratterizzazione (determinazione del peso molecolare)

« Analisi con anticorpi (western blotting)
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SDS-PAGE

*

L)

CONCENTRAZIONE),
SEPARAZIONE)

*

L)

L)

del campione i

% In tal modo le

maniera efficac

Anode |

*

L)

* Lo  stacking
acrilammide e

famponato cor

*

L)

» Il resolving  gel

L)

acrilammide ed € tamponato con Tris-HCI a pH 8.8

» La parte superiore del gel di poliacriommide, nota come stacking gel (o GEL DI

e versata direttamente al di sopra del resolving gel (o GEL DI

. Lo stacking gel “3thode @w‘__

Stacking

gel ———

ntrazione delle proteine

Running

contiene

invece

I
- §| ate nel resolving gel in

I Plastic
1 " frame

?
] cola percentuale di

Alta  porosita, ed €

percentuale piu  alta di

% Il tampone di corsa contiene Tris a pH 8.3, con Glicina come confroione
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Stacking |TEITE T 1
gel ——— &0 [

. |
Running ; I I Plastic
gel e ] frame

. l:
|
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FASI PROCEDURALI

% Preparazione delle soluzioni

» Preparazione del gel (casting):

v' continuo
v discontinuo
v agradiente

% Preparazione del campione (aggiunta Sample Buffer)
% Corsa elettroforetica
% Metodo dirivelazione

% Recupero (eventuale)
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Formatore di gradiente

» deve essere posizionato sopra i vetri tra cui deve essere colato il gel, per
incoraggiare il flusso per gravita

» consiste in due recipienti A e B collegati alle basi da un sottile connettore;
dal contenitore (A) un connetiore amriva al contenitore del gel

Funzionamento B A
Quando il liguido viene fatto uscire ‘
da A, & rimpiazzato da B a causa
dell'equilibrazione della pressione
idrodinamica che tiene i livell di A &
B uguali. A & costantemente -
mantenuio inm movimento, il che | — % crescente
causa la progressiva diluizione della e s i

soluzione A con B fino a che, quando - e

il formatore di gradiente & vuoto, |l '

liquido che esce é essenzialmente B.

Mella formazione di gradiente di poliacrilammide, in A & |1a soluzione
CGFFiSDGI’IﬂE‘HtE alla massima concantraziona di acrilammide desiderata nel
gel. in B quella comrrispondente alla minima.
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PREPARAZIONE DEL CAMPIONE - FUNZIONI DEL SAMPLE BUFFER

>

L)

> SDS

v denatura le proteine (stessa forma a “bastoncino”)

L)

v conferisce la stessa densita di carica (negativa)

>

% P-Mercaptoetanolo (HS-CH2CH20H) (agente riducente)

v rompe eventuali legami disolfuro

>

% Glicerolo

v appesantisce i campioni, depositandoli nel pozzetto

>

% Blu di bromofenolo (indicatore della corsa)

v visudlizza i campioni e va a costituire il fronte di migrazione

>

L)

* Bollitura (100 °C per 5 min)

v accelera la completa denaturazione e quindi l'inattivazione
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Riduzione proteica da parte del B-mercaptoetanolo

R
/ SH SH
/ HO HO
R

/ S—S/\/
SHEHS N

R

‘ Perdita della struttura terziaria e quaternaria delle proteine
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protein with two 5,
subunits, A and B, Ilnﬂl-u EETTHTTH
joined l:n' a chisullde protaln

pozzetti E
1 \ Jlr o gel W e - -'Emﬂlﬂ;ﬂ;l'
ol Loovuuuuurae e = S
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“1 campioni ] S| . ' POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS l l
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SDS-PAGE

MARKERS

S

Myosin 200,000

B-Galactosidase
Glycogen phosphorylase b

Bovine serum albumin
Ovalbumin

Carbonic anhydrase

Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

116,250
97,400

66,200
45,000

31,000

21,500
14,400

®

e
i 2 L —§
A
L [ (] —
—
=
—
o
T .
—
—
o Wit i
e——3 . = POt
— — Phaagibaryigse-h
- am =g
——
- = Dvalhamin
- — Cobomk Anhydrize
— = Trypsin | nhibior
M Unknown e
standards protein
(a) £ Asrybareads Geacien Dal

Sl

2

4-20% This-glycine S0E-PAGE
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RIVELAZIONE DELLE PROTEINE

s COLORANTI ASPECIFICI:

Silver Staining
(sensibilitd 1 ng)

Blue Coomassie
(sensibilitd 100 ng)

S i <l el
e
— —
—
— —
.
= .
u of
T L - e
—_— -—“ -
—a-

lanle 1 2 3 4 5 6 7 4
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% IMMUNODECORAZIONE (WESTERN BLOTTING):
IDENTIFICAZIONE CON ANTICORPI SPECIFICI

| Westemn Blot showing

Blot after bands indentified by
Stained gel transfer of proteins specific mllhnd]r
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% COLORANTI SPECIFICI (ZIMOGRAMMI) (proteine native)

(es., proteasi, fosfatasi, deidrogenasi)

www.unidocs.it - Appunti e dispense per superare i tuoi esami universitari
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% Vantaggi:
| complessi proteina-SDS sono altamente carichi e tutti negativi (vanno tutfi

all’anodo)
e Siseparano in base alla dimensione consentendo la determinazione del PM
« SDS solubilizza quasi tutte le proteine

e Le bande si fissano e si colorano faciimente

% Svantaggi:
o Glicoproteine possono migrare in modo anomalo

* Proteine basiche o di membrana migrano in modo anomalo e/0o si solubilizzano

male
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FOCALIZZARE (CONCENTRARE) NEL MEDESIMO PUNTO PROTEINE

.0

o0

&

o0

0

CON MEDESIMO pl

Metodica introdotta nel 1965

La separazione proteica non avviene in un tampone a pH definito, bensi in un
mezzo nel quale € presente un gradiente di pH, crescente dall’anodo (ambiente

acido) al catodo (ambiente basico)

La separazione delle proteine avviene, quindi, non sulla base del differente PM,

bensi sulla base del differente punto isoelettrico

E' basata sull'uso di polielettroliti anfoteri, (es. poliammine policarbossiliche)
denominati ampholine, posti in commercio con varie denominazioni (Ampholyte,
Bio-Lyte, Pharmalyte), che copolimerizzano in un gel di acrilammide, garantendo

i gradiente di pH
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ISOELETTROFOCALIZZAZIONE (IEF)

% Le proteine sono molecole anfotere, che portano una carica netta positiva,

negativa o pari a zero a seconda del valore di pH dell’ambiente in cui si trovano:

pH=pl

isnaiaciric point (pd

11 ph

% In un gradiente di pH e sotto I'azione di un campo elettrico, ogni proteina della

miscela si muoverad fino ad incontrare un valore di pH = pl



STUDy,
Q@i@\ulm@&

;slggé_’g[h]iversitﬁ degh Studi

““\ ERS

I della Basilicata

* 19EL "

ISOELETTROFOCALIZZAZIONE (IEF)

0

CH; —CH—%—N H-R

R= weakly ocidic or basic buffering group

Un gradiente di pH immobilizzato si
forma legando covalentemente gruppi
tamponanti acidi o basici ad una

matrice polimerica (acrilammide)

(IMMOBILINE DRY STRIP)

Fig 17. Immobalized pH grodient polyccryfomide gel moirix showing attoched bufiering groups:

Immobiline DryStrip gel

Suitable sample lood [pg of protein)

lemgth [cm} (pH] Silver stain Coomassie stain
[amalyticall |preparotive)
7 F-11 NL, 3-10 NL, 3-10 3-b 30-60
4-7 4-8 25-150
3-5.6 ML, 53-65,62-7.5 8-16 40-240
6-11. 7-11NL
11 3-11 ML, 3-10 7-15 s50-120
4-7 10-20 50-300
6-11.3-56 NL. 53-6.5. 20-40 100-604
6.2-75.7-11HL
13 3-11 NL. 3-10 ML, 3-10 10-20 50-240
4-7 15-30 75-450
6-11 norrow ond medium imtervalst 30-60 150-000
18 3-11 ML, 3-10 ML, 3-10 20-40 100-500
47 3060 150-000
6-11, 6-9, narrow ond madium interealss 60-120 300-1500
24 3-11IML, 3-10NL, 3-10 30-60 200-600
4-7.3-7THNL 45-04) 200-1300

6-%, narrow and mediem intervelss

80-170 &00-2000
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Separation of protein molecules by isoelectric focusing

5> D

g = At loww pH,
x the protein
z okl -E&F At the isoelectic
B or | peintthe protein
= l ' has no net change
T « I o8| T = i =| and thetefore no
- . longer migrates in
= - the electicfield;
=1
o gl Athigh pH, '3__; for the protein shown
e f:‘n:;:::hj the isoelectic pH
10 = —&-' is65
—% | charged 15

o S O
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% Eccellente risoluzione (Apl < 0,01 unita di pH),

bande molto nette e sensibilita elevate;
% Largo intervallo di pl;

% Alto voltaggio (generalmente > 1000 V)
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% Combina le caratteristiche della |IEF, nella quale le proteine sono separate

in base alla loro carica, con quella della SDS-PAGE classica, in cui le proteine

sono separate in base alla loro massa.

% Tale combinazione consente di disporre di uno dei metodi andadlitici piu

sofisticati per la separazione di miscele proteiche complesse

v 1°GEL: IEF su gel di poliacriammide (IPG), con separazione proteica in base dl

diverso pl. Terminata la separazione la strip € incubata con SDS;

v 2°GEL: il 1° GEL e posizionato adiacente ad un SDS-PAGE, fissato versando
dell’agarosio sciolto nel tampone di corsa. Solidificato I'agarosio, pud iniziare
I'elettroforesi nella seconda dimensione e le proteine legate all’'SDS entrano nel 2°

gel e si separano sulla base del diverso peso molecolare.
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ST Two Dimensional Electrophoresis

|'1

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr

E’' possibile risolvere fino a 20000 proteine contenute in un esiratto cellulare
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Eletiroforesi 2D delle proteine contenute in una cellula batterica di E. colf

basic =i stable pH gradient —im- acidic

& =
| |
-

= 05 migration (mol, we, £ 10079
o
Ln

Ogni macchia corrisponde ad una catena polipeptidica; le proteine sono
scparatc in accordo con il loro pl da sinistra a destra © in basc alla massa
molecolare dall'alto al basso.
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Biomarker tumorali
PSA, CA 125, efc

Profilo normale Profilo patologico
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APPLICAZIONI IN BIOCHIMICA CLINICA

ELETTROFORESI:

< Mi

% Gammopatie policlonali (- e y-globuline)

000

000

% Composizione isoenzimatica dei liquidi biologici (siero, urine, saliva ecc.)

Tabella 3.2. Valori normali delle frazioni proteiche del siero di individui
normali adulti, ottenuti mediante elettroforesi zonale.

ieloma multiplo (y-globuline)

Dislipoproteinemie (lipoproteine)

Emoglobine normali e patologiche

Frazione % del totale Valori medi (g/dl) + 2 S.D. (g/dl)
Albumina 45-70 42 3252
a -globulina 2-5 02 0,1-0,3
a,-globulina 8-14 0.8 0,6-1,0
b-globulina 10-15 09 0,7-1,1
g-globulina 11-22 12 0,8-1,6
Proteine totali : 73 6,3-8,3
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Figura 3.15 — Elettroforesi su gel di agarosio di siero umano. | pozzetti 2, 3, 4 e 6 mostrano
profili proteici di siero normale. | pozzetti |, 5 e 7 mostrano profili proteici di pazienti affetti da
mieloma, identificabili per la eccessiva produzione di anticorpo monoclonale nulla frazione IgG.
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APPLICAZIONI IN BIOCHIMICA CLINICA

Tabella 3.1. Principali applicazioni delle tecniche elettroforetiche
in biochimica clinica.

Materiale Tecniche Metodo analitico di Tipodi
analizzato elettroforetiche evidenziazione dosaggio
Proteine del siero In fase libera Gradiente di rifrazione Qualitativo-
Quantitativo
Proteine del siero Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
Quantitativo
Proteine urine Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
Quantitativo
Proteine altri liquidi ~ Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
Quantitativo
Lipoproteine Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
Quantitativo
Glicoproteine Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
Quantitativo
Aptoglobine Zonale +Hb attivita Qualitativo-
perossidasica Quantitativo
Emoglobine Zonale Coloranti specifici o Qualitativo-
attivita perossidasica Quantitativo
Aminoacidi-peptidi ~ Zonale Coloranti specifici Qualitativo-
ad alta tensione Quantitativo
Proteine plasmatiche Immunoelettroforesi  Precipitato anti-
singole gene-anticorpo
Proteine urinarie Immunoelettrforesi  Precipitato anti-
singole gene-anticorpo

Proteine plasmatiche Elettroimmuno

singole

Proteine urinarie
singole

Antigene Australia

a -fetoproteina
Isoenzimi

Acidi nucleici
(DNA-RNA)

Frammenti di DNA

Amminoacidi,
peptidici,
frammenti
di DNA-RNA

diffusione
Elettroimmuno

diffusione
Elettrosineresi
Elettrosineresi

Zonale

Gel di agarosio

Pulse fieldgel

CE

Precipitato anti-
gene-anticorpo
Precipitato anti-
gene-anticorpo
Precipitato anti-
gene-anticorpo
Precipitato anti-
gene- anticorpo
Coloranti specifici

Etidio bromuro

Etidio bromuro

Vari

Quantitativo
Quantitativo
Qualitativo
Qualitativo
Qualitativo-
Quantitativo
Qualitativo

quantitativo

quantitativo

quantitativo

Anche nello studio delle lipoproteine 1 elettroforesi zonale ha trovato larga applicazione;
¢ soprattutto con I’impiego di questa tecnica (elettroforesi su gel di agarosio, di
poliacrilamide o su acetato di cellulosa) che si possono caratterizzare le varie forme di
digl_ipopro_teigc;_m_igmed inquadrarle nello schema classificativo di Fredrikson et al.



