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a} mfz=3569=(M+ H)*
quando m/z = 1785 = (M + 2H)?*, dando M = 3568
b} m/z = 3569 = (2M + H)*
quando m/z = 1785 = (M + H)*, dando M = 1784
2. £ possibile distinguere tra queste due opzioni considerando Ja LDMS dei prodotti di idro-
lisi. Si ottengono quattro valori di m/z 766, 891, 953 e 1016.
QOgnuno & una specie protonata e ta somma di queste masse, 3626, sarA dell’ordine della M,
del peptide originale. Il valore di questa supporta l’opzione () al punto (1) sopra.
3. 1 dati di ionizzazione per elettrospray rappresentano foni con carica multipla, Usando la
formula standard, si pud ottenere la M, media.

m ~1 my—-m my—1 M z
892.0 297.3 3,0003 1189.3 3568.3 3
713.6 178.4 4.0000 892.0 3568.0 4
594.7 1189 5.0016 713.6 3569.2 5
509.7 85 5.9964 594.7 3566.1 &

IM =14271.6; M media= 35679

Questo valore piit preciso conferma le conclusioni sopraesposte, Per una spiegazione della
differenza di massa tra M, ¢ la somma dei prodotti idrolizzati, fare riferimento alla risposta
alla domanda 4.1 dati in {d) sono dimostrazioni cromatografiche a conferma che si ottengono

solo quattro prodotti di idrolisi.
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CAPITOLO 12

f Tecniche elettroforeuchel

R R T .:

1 eTrL wereiae ATREL] adedh e T -

12.1 Principi generali

{ I] termine elettroforesi descrive la migrazione di particelte cariche sotto I'influenza di un
campo eletmco Molte importanti molecole di interesse biologico, come gh ammoaad!.

e proteine,. i nucleotidi e gli ac,l"ch nuclei

i queste pamcelle cariche. migrano o > verso it catodo o verso I'anodo, a seconda della natura
' della loro carica.
o L'apparecchiatura richiesta per Pelettroforesi & costituita fondamentalmente da due parti:
un alu'nentatore e una cella elettroforetica, Sono dlspomb:i: celle elettroforetiche che funzio-
nano con sistemni su gel vcrncalc, a onzzonla.[e Sitrovano in commercio celle elettroforetiche
£ ﬁa"r:e};;rwaﬁc;ne su gel verticale come quella mostrata nella figura 12.1, che vengono utilizzate
/ di routine per separare proteine su gel di poliacrilammide (12.2). 11 gel viene formato tra due
lastre di vetro che sono fissate insieme ¢ tenute separate da spaz: ri di plasti
_smm el gef sono sohtamemg 12 cm x 14 cm, con uno, essor: di 0.5-1 mm. Un pcmne di
plasnca viene sistemato nella soluzione re del gel & viene tolto dopo la pohmerizzazxonz.’mnffso-
"~ do d_a co"sntuu-e 1pozzetti per caricare i campioni. Quando I'apparecchiatura viene assembla-
ta, il t tampone della vasca elettroforetica inferiore circonda le lastrine con il gel garantendone
il raffreddamento. Un tipico sisterna a gel orizzontale viene mostrato nella figura 12.2. Ii gel
viene preparato su una lastra di vetro o di plastica e appoggiato su una piastra refrigerante
(una superficie isolata attraverso la quale viene fatta passare acqua di raffreddamento per dis-
sipare il calore prodottosi). La connessione tra il gel e il tampone in cui sono immersi gli elet-
trodl amene attraverso I'uso di una som]e striscia di carta da ﬁltro bagnata {vedi Fig. 12.2):

i trodi nella cella elettroforenca Tutt: i t|p1 di elettroforesi vengono condotti in un tampone
appropnato, che & essenziale per mantenere costante lo stato di ionizzazione delle molecole
da'separare. Qualsiasi variazione nel pH potrebbe modificare la carica totale, quindi la mobi-
lit (la velocita di migrazione nel campo applicato} delle molecole da separare.

Per capire completamente come le specie cariche si separino, & necessario ricordare alcune
semplici equazioni relative all’elettroforesi. Quando si applica una differenza di potenziale
(voltaggio) tra gli elettrodi, si genera un gradiente di potenziale, E, uguale al voltaggio appli-

cato, V, diviso per la distanza, d, tra gli- elettrodi. Quando questo gradiente di poten21a]e E vie-
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Figura 12.1 Tipico apparato verticale per Pelettroforesi su gel, come quello impicgato per separare proteine
in un gel di poliacrilammide. Si noti che, una volta che il gel & polimerizzato, prima di eseguire Pelettroforesi
viene tolto lo spaziatore inferiore, .

Figura 12.2 Tipico apparate orizzontale per elettroforesi su gel, come quello utilizzato per Fimmunoelettro-
foresi, I'isoclettrofocalizzazione e I'elettroforesi del DNA e deli’RNA su gel di agarosio.
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_ne: a}_pp.licato, la forza su una molecola di carica g (coulomb) & pari a Eq (misurata in newton).
E questa forza che spinge una molecola carica verso un elettrodo. Tuttavia, esiste anche una
" resistenza frizionale che rallenta il movimento della particella carica; questa 2 una misura del-
le dimensioni idrodinamiche della molecola, della sua forma, delle dimensioni dei pori del
mezzo in cuj avviene Pelettroforesi e della viscosita del tampone. La velocita, v, di una mole-
cola carica in un campo elettrico & quindi data dall’equazione:

(ﬁgﬁ\\,}&w:ﬁ@a ~
v
L

o,

dove f rappresenta il coefficiente frizionale.

Pil comungpepte viene utilizzato il termine n}_obilité elettroforetica ‘_(‘,‘u_‘) 4?119, ig:le:‘c.he
consiste Hel TApports trdVelochd dells 1one ¢ intensitd del campo elettrico ( V/E). Perianio,
quandd sT applica una differenza di potenziale, molecole con carica totale differente iniziano
a separarsi in funzione della loro diversa mobilita elettroforetica. Anche molecole con cariche
uguali, ma con diverse dimensioni molecolari inizieranno a separarsi in quanto sottoposie a
forze frizionali diverse. Come si vedra in seguito, In alcune forme di elettroforesi fa separazio-
ne delle molecole dipende quasi esclusivamente dalla differenza di carica, mentre altri metodi
sfruttano la differenza di dimensioni molecolari e si basano su effetti frizionali per effettuare
la separazione.

Se il campo elettrico viene tolto prima che le molecole nel campione abbianc raggiunto gli
clettrodi, i componenti si separeranna a seconda della [oro mobilita elettroforetica. Di conse-
guenza, l'elettroforesi & una forma incompleta di elettrolisi. I campioni separati vengono
quindi visualizzati previo trattamento con opportune colorante o, nel caso sizno marcati ra-
dioattivamente, mediante autoradiografia {cap. 14, 14.2.3).

Nella soluzione tra gli elettrodi, la corrente viene condotta principalmente dagli ioni del
tampone, mentre gli ioni del campione ne conducono una piccola parte. La legge di Ohm
esprime la relazione tra I'intensita di corrente (1), il voltaggio (V) e la resistenza (R):

(12.1)

Y. R (12.2)
1

Quindi, appare chiaro che & possibile accelerare una separazione elettroforetica aumentan-
do il voltaggio applicato; cid determina un corrispondente aumento del flusso di corrente. La
distanza di migrazione degli ioni sard proporzionale sia alla corrente sia al tempo. Tuttavia,
in questo modo, non si tiene conto di uno dei problemi principali per la maggior parie delle
forme di elettroforesi, vale a dire lo sviluppo di calore. . :

Durante I'elettroforesi la potenza (W, misurata in watt) generata nel mezzo di supporto
data dall'equazione:

W=PR ' {12.3)
La maggior paﬂédl qﬁésta potenza sviluppata viene dissipata sotto forma di calore. Il ca-
lore sviluppato nel mezzo in cui avviene Pelettroforesi ha i seguenti effetti:

1) aumento della velocita di diffusione dei campioni e degli ioni del tampone, che comporta
una definizione delle bande separate meno efficace;
2) comparsa di correnti convettive, che portano al mescolamento dei campioni separati;
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3) instabilita termica dei campioni che sono piuttosto sensibili al calore. Questo pud dar luo-
go alla denaturazione delle proteine e alla perdita di attivith degli enzimi;
4) diminuzione della viscosita del tampone, quindi riduzione della resistenza del mezzo.

Se nel corso dell’elettroforesi viene applicato un voltaggio costante, la corrente aumenta
per effetto della diminuzione della resistenza {vedi legge di Ohm, equazione 12.2); questo au-
mento di corrente incrementa ulteriormente il catore sviluppato. Per questa ragione, si utiliz-
zano alimentatori stabilizzati, in grado di fornire una corrente costante e di eliminare, di con-

" seguenza, le Auttuazioni di calore.

Il costante sviluppo di calore rimane coraunque un problema. Una soluzione potrebbe con-
sistere nell’eseguire I'elettroforesi a una potenza molto bassa (bassa corrente) per ovviare a ogni
problema di nsczldamenfd:_hia 2 questo pud portare a separaziotii limitate, come conseguenza
dell'aumento dj ione dovuto_al maggior_tempo richiesto_per la separazione. $i devono
quindi trovare condizioni di compromesso con I'uso di ragionevoli potenze, per avere tempi di
separazione accettabili, si deve inoltre utilizzare un buon sistema di refrigerazione per dissipare
il calore prodetto. Nonostante sistemi del genere funzionino abbastanza bene, gli effetti del ri-
scaldamento non sempre vengono eliminati completamente. Per esempio, nelle elettroforesi
eseguite all’interno di tubicini cilindrici o su lastrine di gel, sebbene il calore sia generato in mo-
do uniforme attraverso il mezzo, la sua dissipazione avviene solamente alle estremita; ¢id si tra-
duce in un gradiente di temperatura all'interno del gel, con la parte interna pili calda rispetto
alle parti esterne, Poiché il fluido pin caldo nella zona centrale & meno viscoso, in questa regione
fe mobilita elettroforetiche sono pil elevate (le mobilita elettroforetiche aumentano di circa il
2% per ogni aumento di temperatura di un grado); le bande elettroforetiche assumono una for-
ma arcuata, con le zone centrali che migrano pit velocemente rispetto ai bordi.

Un ultimo fattore, che pud influenzare la separazione elettroforetica, ¢ il fenomena
dell’eletiroendoosmast (noto anche come flusso elettroendoosmotico), dovuto alla presenza
di gruppi carichi sulla superficie del mezzo di supporto. Per esempio, la carta presenta alcuni
gruppi carbossilici, l'agarosio {in funzione del grado di purezza) contiene gruppi soifato e la
superficie delle pareti di vetro, utilizzate nell'elettroforesi capillare {12.5), contiene silanoli
(5i-OH). Nella figura 12.3 ¢ descritto il fenomena dell’elettroendoosmost in un tubo eapilla-
re, anche se il principio & uguale per qualunque mezzo di supporto che presenti gruppi carichi
sulla sua superf'cne In un tubo capnllare in silice fusa, a valori di pH superlotLa 3, isilanoli

_glODE di sepa razione e di_ carlca, all mterfaccta parete del caplllare!elettrohta

elettracsmotl Q,ne_j_t.gz_.verso..iLc_axodo-. .

aggio,. i cationi dell'elettrolita vicini alla parete del capillare
nando con sé la soluzione elettrolita. Cid determina un flusso

12.2 Materiali di supporto

Gli studi pionieristici di A, Tiselius e dei suoi collaboratori, sull'elettroforesi, furono con-
dotti in sotuzione libera, Tuttavia, fu ben presto chiaro che molti dei problemi associati con
questa metodica, in particolar modo gli effetti negativi della diffusione e delle correnti con-

__vettive, potevano essere limitati stgblllzzando il mezzo. Questo risultato fu raggiunto ese-

Pelettroforesi e all'i interng del quale avveniva I'elettroforesi de

gh acidi n'llC]eICl,
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Parete dal
capitare

Si- 0

« Gruppi s#tanolict acld: confarlscono alla parete una carica negativa
* | contraioni migrano verso Il catodo frascinando con 54 i solvente

Figura §2.3 Flusso elettroosmotico in un capillare di vetro. 1 cationi dell’elettrolita sono attratti verso Je pa-
reti del capillare, dove formano un doppio strato elettrico. Quando si applica un valtaggie, it movimento
netto della soluzione elettrolitica verso il catode & note come flusso elettroendoosmotico.

guendo l'elettroforesi su un supporto meccanico px
B —

_pioni. Il mezzo di supporto elimina le correnti convemve e Ea dxffustone in mon che icom-
ponentl | separati rimangono in bande strette. | primi supMmtn erano costituiti da car-
ta da filtro o strisce di acetato di cellulosa, imbevute nel tampone elettroforettco "Oggi questi
“supporti sono poco utilizzati, anche s Facetato di cellulosa trova ancora applicazione
(12.3.6). In particolare, per molti anni, mo!ecole  piccale come gli aminoacidi, { peptidi e {car-
boidrati, sono state separate ¢ analizzate di routine con I'elettroforesi su supporti come carta
o lastrine di cellu]osa silice o allumina, Al giorno d'ogg:, benché tali tecniche siano ancora
occasionalmente utilizzate, queste molecole vengono analizzate meglio con tecniche piti mo-
derne e sensibili come l HPLC (cap. 13,13.4). Mentre i su_ng di carta o a strato sottile sono
utili per determi le, come' le proteine o

Comunque, Pintroduzione dell uso del gel come mezzi di supporto ha determinato un ra-
pido miglioramento nei metodi di analisi delle macromolecole. It primo gel a essere utilizato

“fu quéljo di amido; sebbene questo abbia ancora qualche utilizzo, la stragrande maggioranza

delle tecniche elettroforetiche usate oggt impiega gel di agarosio o di poliacrilammide.

12.2.1 Gel di agarosio

L agarosm & un polisaccaride lineare (massa molecolare relativa media di circa 12 000) co-
stituito di unitd base ripetute di agaroblosm intercalate da unita alternate di galattosio e di
3,6-anidrogalattosio {Fig. 12.4). L'agarcsio & uno dei costituenti dell’agar, una miscela di po-
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Figura 12.4 Agarobiosio, I'uniti che si ripete nelt’agarosio.

lisaccaridi isolati da alcune specie di alghe. 1.’agarosia viene di solito usato in concentrazioni
comprese traI'l ¢ il 3%. I gel di agarosio vengono formati sospendendo l'agarosio in polvere
in un tampone acquaso, bollendo la miscela fino a ottenere una soluzions L , versando

Ja soluzione ¢ lasciandola raffreddare a temperatura ambiente per formare un gel rigido, Le

Proprieta gelificanti sono dovute ai legami idrogeno sia inte:- sia intramolecolari tra le lunghe

di agarosio. La struttura reticolata conferisce al gel buone proprieta anticonvettive, Le
dimensioni dei pori nel gel sono determinate dalla concentrazione iniziale di agarosio; pori di
grandi dimensioni si formano partendo da basse concentrazioni, mentre pori pm Vp,_i_g_giol'igshiﬂbb
tengono con pil elevate concentrazioni, Sebbene I'agarosio sia sostanzialmente privo di cari-
ca, si pud verificare a vati gradi la sostituzione di alcuni gruppi degli zuccheri con gruppi car-
bossilici, metoxile, piruvato e in.special modo solfato..Questa sastituzione pud dare l“_{.]_ﬂgo
all'clettroendoosmosi durante I'elettroforesi ¢ a interazioni ioniche tra i g}_a_l ¢il campione, en-
trambi effetti indesiderati. Pertanto, Uagarosio viene venduto a diversi g‘:ja:d;i di purezza, basati
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12.2.2 Gel di poliacrilammide

L'elettroforesi su gel di poliacrilammide viene spesso chiamata PAGE, abbreviazione di
PolyAcrilamide Gel Electrophoresis. _

I gel di poliacrilammide con legami crociati vengono preparati mediante la polimerizzazione
di un monomero di acrilammide in presenza di piccole quantita di NJN -metilenbisacrilammi-
de (chiamata di solito bis-acrilammide) (Fig. 12.5). Si noti che una melecola di bis-acrilammi-
de, usata come agente in grado di formare legami crociati, & formata essenzialmente da due imo-
lecele di acrilammide legate da un gruppo metilene, La polimerizzazione dei monomeri di
acrilammide & del tipo testa-coda, formando lunghe catene in cui occasienalmente si inserisce
una molecola di bis-acrilammide; <io fa s che venga introdotio un secondo sito per Festensione
della catena, Procedendo in questo modo si forma una matrice con legami crociati di struttura
ben definita (Fig. 12.5). La polimerizzazione dell"acrilammide & un esempio di catalisi radi-
calica e inizia con l'aggiunta di ammonio persolfato e delia base NN, N'.N'-tetrametilen-
diammina (TEMED). Il TEMED catalizza la decomposizione delle ione persolfato con la pro-
duzione di un radicale libero (ciog una molecela con un elettrone spaiato):

$,0F + e = S0} + SOy

Se guesto radicale libero viene rappresentate come R’ (dove il punto rappresenta un elet-
trone spaiato} ¢ M & una moleccla di monomero di acrilammide, allora la polimerizzazione
pud essere rappresentala come segue:

R <M - RM

——

;q.[_fa__cqn_c_emx_'azjor_]__e_,di solfati; piti quest'ultima & bassa, maggiore & la purezza,
I Eelwc‘li_agarosio vengono utilizzati per Ielettroforesi sia delle proteipe sia degli agidi nu- PQ;I{\} RM/-?M - RMM
cleici. Per le proteine, le dimensioni dei pori di un gel all'1% sono sufficientemente larghe ri- , .1

- . DA
spette a quelle delle proteine. I gel di agarosio sono percia utilizzati in tecniche cormme 'immu-*
noelettroforesi (cap. 4, 4.4.1) o isoelettrofocalizzazione orizzontale (12.3.4), in cui le proteine |

devono muovers] senza ostacoli nella matrice di gel a seconda delfa loro carica nativa, Questi i

gel con pori larghi sono usati anche per separare malecole molto pitt grandi, come il DNA ¢

R

T ta " 3 I3 . r i3 I3 " .
PRNA, in quanto le dimensioni dei pori sono ancora sufficienti per Jasciar passare a loro in-

terno anche qu(_eéte molecole. In questo caso, perd, le dimensioni dei pori e quelle delle mole-
cole sone pit confrontabili e gli effetti frizionali iniziane a giocare un ruolo importante nella
separazione di queste molecole (12.4). Un vantaggio ulteriore nell'utilizzare I'agarosio consi-
ste netla disponibilita di agarosio a bassa temperatura di fusione (62-65 °C), Come suggerisce
It nome, questi gel possono essere resi nuovamente liquidi e in tal modo, per esempio, i cam-
pioni di DNA separati in un gel possono essere estratti da quest'ultimo, facendoli tornare in
soluzione ¢, quindi, recuperandoli.

L'elettroforesi su supporti a disco, una tecnica che si presta all’'uso con i gel di poliacrilam-
mide, non viene utilizzata con I'agarosio a causa della scarsa elasticita dei corrispondenti gel
e dei conseguenti problemi che si ver gono a creare ai momento di estrarli dai tubicini. Ven-
gono percid utilizzati gel orizzontali per Uisoeletirofocalizzazione o 'immunoelettroforesi in
agarosio, sistemni impiegati di routine anche per il DNA e PRNA (12.4), sebbene alcuni ricer-
catori utilizzino i sistemi verticali.

SN .
RMM + M — RMMM  ecc.

I radicali liberi sono specie altamente reattive a causa della presenza di un elettrone spaiato,
che deve accoppiarsi con un altro elettrone per stabilizzare la molecola, R™ quindi reagisce con
M e forma un legame singolo, condividendo il suo elettrone spaiato von uno proveniente dal
guscio esterno della molecola del meonomero. Questo produce un nuovo radicale libero R-M',
che & uguaimente reattivo e che leghera un'ulteriore molecola di menomero. In questo modo si
formano lunghe catene di acrilammide, tenute insieme da legami crociati a seguito dell'intro-
duzione di occasionali melecole di bis-acrijfammide nella catena in crescita. Poiché l'ossigeno ri-
muove i radicali liberi, tutte le soluzioni di gel vengono di solito degassate prima dell'uso (le so-
luzioni sono poste per breve tempo sotto vuoto per rimuovere lossigeno disciolto). -

La fotopolimerizzazione € un metodo alternativo che pud essere utilizzato per la polimerizza-
zione dei gel di acrilammide, 1,'ammonio persolfato e il TEMED sono sostituiti dalla riboflavina
e, quando il gel viene'Versatd; [6 si posiziona di fronte a una luce intensa per 2 o 3 ore. La fotode-
composizione della riboflavina genera un radicale libero che da inizio alla polimerizzazione.

I gel di acrilammide vengono definit in base aila percentuale totale di acrilammide presente; le
dimensioni dei pori del gel variano cambiando le concentrazioni sia dell’acrilarnmide sia della bis-
acrilammide, 1 gel di acrilammide possono avere un contenuto di acrilammide variabie trail 3 ¢
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Figura 12.5 Formazione di un gel di poliacrilammide a partire da acrilammide ¢ bis-acrilammide.

il 30%. Pertanto, gel a percentuale bassa (per esempio 4%) possiedono pori di grandi dimensioni
e sono utilizzati, per esempio, nell'elettroforesi delle proteine quando venga richiesto it libero mo-
vimento delle proteine indotto dall'elettroforesi senza alcun effetto frizionale, per esempio
nell'i.celettrofocalizzazione orizzontale (flat-bed) (12.3.4) o nei gel di impaccamento (stacking
gel nella SDS-PAGE (12.3.1). I gel a bassa percentuale di acrilammide sono usati anche per sepa-
rare DNA (12.4). I gel con contenuto di acrilammide tra il 10 e il 20% vengono utilizzati in tecni-
che come la SDS-PAGE, dove le dimensioni pits piccole dei pori introducono un effetto di fiftra-
zione che contribuisce alla separazione delle proteine in base alla loro dimensione (12.3.1).
Originariamente le proteine venivano separate su gel di poliacrilammide fatti polimerizzare in
tubi di vetro di ¢irca 7 mm di diametro e 10 ¢m di lunghezza. Questi tubi erano facili da carjcare
e da usare e richiedevano 'impiego di apparecchiature semplici. Tuttavia, si poteva far correre so-
lo un campione per ogni tubo e, poiché le condizioni di separazione potevano variare da tubo a
tube, il confronto dei risultati tra diversi campioni non sempre era accurato. Successivamente
I'introduzione dell'zfettroforesi verticale ha permesso di utilizzare, in uha singola prova, fino a 20
campioni nelle medesime condizioni. Oggi Ielettroforesi verticale viene impiegata di routine sia
per Panalisi delle proteine {12.3} sia per la separazione dei frammenti di DNA durante I'analisi
della sequenza del DNA {12.4). Si tenga presente, comunque, che i tubi Hempiti con il gel sono
tuttora utilizzati per la prima dimensione nell'elettroforesi su gel bidimensionale (12.3,5).

12.3 Elettroforesi delle proteine

12.3.1 Efeﬁrofores: su gel di pa!mmlammtde con 1 sodio d dodectlsolfato (SDS-PAGE) !

e

La SDS-PAGE ¢ il metodo di pit largo impiego per I'analisi qualitativa di miscele di pro-
teine. £ un metodo particolarmente utile per valutare la purezza delle proteine e, poiché &
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basato sulla separazione delle proteine in base alle loro dimensioni, pud essere utilizzato |

s
\

anche per determinare le masse molecolari relative delle proteine. 11 sodio dodeilsolfato #

(SDS), CH;-(CH,};4-CH;0805 Na*, & un detergente anionico, 1 campmm da separare m

SDS-PAGE vengono dappnma bolliti per 5 mmutl in un tampone. {sample_buffer) conte-

IE) r:duce i ponn disolfuro eventual-
‘SDS si iega for-

na_tlva ongmale del!a mole-

“La struttura ﬁlamentosa rimane, in quanto ogni rotazione che tende a ch1udere la catena
proteica determinera una repulsione tra le cariche negative svlle diverse parti della catena
proteica, che renderanno la conforma7ione di nuovo F]amen:osa I tampone del campione

“Tendono la dens;té della soluzione. camplone tale da stratificare facilmente il campione at-

traverso il tampone elettroforetico sul fondo, quando viene iniettato nel pozzetto di carica-
mento (Fig. 12.1). Una volta che sono stati caricati tutti i campioni, viene fatta passare cor-
rente attraverso il gel. 1 campioni che devono essere separati non vengano infatti caricati
direttarnente all'interno del ge! di separazione (running gel). Quando quest’ultimo (di soli-
to della lunghezza di 10 ¢m) viene versato tra le due lastrine di vetro e fatto polimerizzare,
un gel di impaccamento (stackiig gel) pilt corto (approssimativamente 1 cm) viene versato
sulPestremit superiore del gel di separazione; ¢ in questo gel che si formano i pozzetti per
il earicamento in cui vengono caricate le proteine. Lo scopo del gel di impaccamento & quel-
lo di concentrare il carnpione di proteine in un banda sottile prima che entri nel gel di se-
parazione principale. Questo risultato si ottiene utilizzando forza ionica e pH differenti nel
tampone elettroforetico e nel gel di impaccamento, fenomeno noto come isotacoforesi. [1
gel di impaccamento ha pori di dimensioni molto grandi (4% acrilammide) che permetto-
no alle proteine di muoversi liberamente e di concentrarsi, o impaccarsi, sotto 'effetto del
campo elettrico. L'effetto di assottigliamento delle bande dipende dal fatto che gli ioni di
glicinato, carichi negativamente (nel tampone elettroforetico), hanno una mobilita elettro-
foretica pili bassa di quella dei complessi proteina-SDS che, a loro volta, hanno una mobi-
litd inferiore di quella degli ioni clorure {(Cl-) del tampone campione ¢ del gel di impacca-
mento. Quando viene applicata la corrente, tutte le specie joniche devono migrare alla
stessa velocita, altrimenti si verifica un'interruzione nel circuito elettrico, Gli ioni glicinato
possono muoversi alla stessa velocitd dei Cl- solo se sono in una regione con un campo elet-
trico pil forte. L'intensitd del campo & inversamente proporzionale alla conduttivita, che a
sua volta & proporzionale alla concentrazione, Il risultato & che Je tre specie dj interesse va-
riano la propria concentrazione in modo che [Cl™] > [proteina-SDS] > [glicinato], Peiché
i complessi proteina-SD3$ sono presenti solo in piccola quantita, essi tendono a concentrarsi
in una banda molto stretta tra il glicinato e il Cl~. Una volta che il glicinato ha raggiunto il
gel di separazione, diventa completamente ionizzato nell’ambiente a pH maggiore e la sua
mobilita cresce. (It pH del gel di impaccamento ¢ 6.8, quello del gel di separazione & 8.8.)
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Percid, | complessi proteina-SDS migrano meno velocemente rispetto agli ioni glicinato e
Cl” niel gel di separazione ¢ vengono lasciati separare elettroforeticamente alle loro proprie
velocita, [ complessi SDS-proteina, carichinegativamente, continuane ora a muoversi ver-

sOmeod_U_g*nsmcome_lm"ﬁﬁ'iut:sga carica per unita di !unghczza. si spostane all'interno
de!_gglrtjg_g_gparmm,s to it campo elettrico applicato, tutti con la stessa mobilitd. Tiitta-

via, quando passano attraverso il gel di separazione, le proteine si separano a causa delle
proprieta di setaccio molecolare del gel. In parole semplici, pit piccala ¢ la proteina, pin
facilmente potrd passare attraverso i poridel gel, mentre le proteine di dimensioni maggiori
vengono ritardate dalla resistenza frizionale dovuta all'effetto di setaccio del ge gel. Il coloran-
te blu di bromofenolo, essendo una molecola-piccola, non viene assolutamente ritardato,
quindi rappresenta il fronte di mlgrazlone Quando il colorante raggiunge il fondo del gel,
viene tolta la corrente; il gel viene rimosso daile die Tastre di vetro, tenuto sotto agitazione
per dlcune ore inuna soluzione coloran(g,adawm«mmoﬁgoomafs_gle Brilliant Blue, 12.3.8)
e lavato in una soluzione decolorante per una notte, La soluzione devolorante rimuove dal
gel il colorante che non si ¢ legato, lasciando le proteine visibili come bande blu su uno
sfondo trasparente. Un processo di questo tipo prevede circa 1-1.5 ore per la preparazions
del gel, 3 ore la separazione con una carrerte di 30 mA, circa 2-3 are per la colorazione e
una notte per la decolorazione. 5i fa sempre ricorso all'elettroforesi verticale, in quanto per-
mette di caricare su un singolo gel fino a 20 campioni. Un tipico esempio di gel di poliacri-
lammide in presenza di SDS 2 illustrato nella figura 12,6.

Tipicamente, per il gel di separazione si utilizzano percentuali di poliacrilammide del 15%.
Cid determina dimensioni dei pori del gel tali che le proteine di massa molecolare relativa
(M) paria 10000 si muovono attraverso il gel quasi senza incontrare ostacoli, laddove pro-
teine di 100 000 possono a malapena penetrare nei pori di questo gel. I gel al 15% di poliacri-

Figura 12.6 Tipico gel di poliacrilammide in presenza di SDS, [ dieci pozzetti contengono la stessa miscela
complessa di proteine, {Per gentile concessione della Bio-Rad Laboratories Lid.}
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lammide sono quindi utili per separare proteine con una massa molecelare relativa compresa
tra 100000 ~ 10000, Quindi una proteina di 150 000, per ese.npio, non sarebbe in grado di
penetrare in un gel al 15%. In questo caso si potrebbe utilizzare un gel con pori piti larghi {per
esempio un gel al 10% o anche al 7.5%), in modo da permettere a una preteina di queste di-
mensioni di penetrarvi e di essere quindi colorata e identificata. E ovvie, quindi, che la scelta
del gel da utilizzare dipende dalle dimensioni della proteina che deve essere studiata,

_La M, di unaproteina.pud.essere determinata copfroniando la sua mobifilé»con quella di
una serie d1 proteine con M, nota, che vengon

la distanza di migrazione- in-funzione del log M,
costruire una curva di calibrazione, Si misura poila distenza di. migrazione della proteina con
ognita e dal]a curva di calibrazione si ottiene quindi I'M, cercata.

Questa tecnica viene spesso “utilizzata dopo ogni passaggio di un protocolle di purifica-
zione per valutare se il campione & pill 0 meno puro. Una proteina pura dovrebbe dare una
singala banda, a meno che la molecola non sia costituita da due subunita diverse. In
quest'ultime caso si vedranno due bande corrispendenti alle due subunita. Poiché per que-
sta tecnica sono necessarie quantitd molto piccole della proteina, dell’ordine dei microgram-
mi, solo una piccolissima frazione del materiale viene impiegata in questa per verificare la
purezza e al tempo stesso determinare Ja massa moiecolare relativa della proteina nello stesse

esperimente {come descritto in precedenza}, senza utilizzare ulteriore materfale,

er ciascuna delle proleme slandﬁrd si pud

12.3.2 Elentroforesi in condizioni native

Anche se I'SDS-PAGE & if sistema su gel utilizzato pili frequentemente per studiare le
proteine, tale metodo non & impiegabile se lo scopo dello studio & di individuare una par-
ticolare proteina (spesso un enzima) sulla base della sua attivitd biologica, perché la protei-
na (enzima) viene denaturata dal procedimento, In questo caso & necessaric utilizzare con-
dizioni non denaturanti, Nell’elettroforesi in condizioni native trovano ancora impiego i
gel di poliacrilammide (normalmente al 7.5%), ma I'SDS ¢ assente ¢ le proteine non vengo-
no denaturate prima del caricamento, Siccome tutte le proteine presenti nel campione che
devono essere analizzate trasportanc la loro carica nativa al pH del gel {di solito paria 8.7},
le proteine si separano in base alle loro differenti mobilita elettroforetiche e agli effetti di
setaccio del gel. Anche se non & possibile predire quale comportamento avra una determi-
nata proteina, si raggiunge una buona risoluzione in conseguenza dell’ampio intervallo di
cariche e dimensioni diverse delle proteine in una data miscela. L'enzima di interesse pu¢
essere identificato incubando il gel in una soluzicne di substrato adatta, in modo che si svi-
luppi un prodotto colorato in corrispondenza della posizione occupata dal’enzima. Un
metodo alternativo per rivelare un enzima consiste nell'includere il substrato in un gei di
agarosio che viene poi versato sul gel di acrilammide e fatto polimerizzare. La diffusione e
linterazione dell’enzima ¢ del substrato tra i due ge} determina la formazione di bande co-
lorate dove si trova l'enzima. Spesso vengono caricati sul gel duplicati del campione; il gel
viene quindi tagliato in due e una parte viene colorata per I'attivita, I'altra per le proteine
tatali, In questo modo si pud analizzare il contenuto di proteine totali nel campione e iden-
tificare fa banda corrispondente all'enzima in base all'informazione del gel colorato per
l'artivitd,
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12.3.3 Gel in gradiente

Ancora una volta si tratta di un gel di poliacrilammide, nel quale perd anziché avere una
porosith costante {per esempio 15%), si forma un gradiente; tipicamente la concentrazione di
acrilammide varia in mode uniforme da un valore pari al 5%, alla sommita del gel, a un con-
tenuto in acrilammide del 25%, sul fondo del gel. Il gradiente si forma con un formatore di
gradiente (cap. 13, 13.3.6) tra le due lastre di vetro contenenti il gel. All'inizio viene versata tra
le duse Jastre di vetro la soluzione a pih alta concentrazione di acrilammide (per esempio 25%),
mentre a seguire si forma un gradiente continuo a concentrazione decrescente di acrilammi-
de. Percit alla sommita del gel sono presenti pori di grandi dimensioni {5% acrilammide}, ma
man mano che il campione si muove verso il basso attraverso il gel, la concentrazione di acri-
Jammide lentamente aumenta e di conseguenza le dimensioni dei pori diminuiscono. I gel in
gradiente vengono normalmente preparati con SDS e con un gel di impaccamento. Due sono
i vantaggi connessi all'utilizzo del gel in gradiente. Il primo & che possono essere separate pro-
teinc al'interne di un intervalio di M, molto pils esteso, rispetto a un gel a percentuale fissa,
In una miscela complessa, le proteine con peso molecolare molto basso migrano liberamente
sitraverso il gel e iniziano a separarsi quando taggiungono i pori di dimensioni piti piccole,
verso la parte bassa del gel. Le proteine pil1 grandi, d’altra parte, possono ancora entrare nel
gel, ma iniziano a separarsi immediatamente a causa dell’effetto di setaccio del gel. 1l secondo
vantaggio dei gel in gradiente & che possono essere separate proteine con valori di M; moito
simili, risultato che non si riesce a ottenere nei gel a percentuale fissa, Man mano che le pro-
teine si muoveno attraverso il gel, le dimensioni dei pori diventano pit piccole, finché la pro-
teina non raggiunge le dimensioni limite dei pori. Le dimensioni dei pori nel gel sono ora
troppo piccole per consentire il passaggio della proteina e il campione proteico a questo punto
si impacca come una banda sottile. Una proteina di dimensioni simili, ma con una M, legger-
mente inferiore, prima di raggiungere le dimensioni limite dei pori, sark in grado di migrare
ulteriormente attraverso i gel, dove formera una banda sottile, Queste due proteine, con va-
lori di M, leggermente diversi, si separano quindi in due sottili bande vicine.

Attualmente nell’elettroforesi di proteine & data molta importanza alla velocita con la quale si
possono analizzare i campioni. Per esempio il Phast System, commercializzato dalla Pharmacia
LKB, completo di strisce preformate per elettroforesi native, SDS-PAGE o in gradiente, & pro-
grammato per far correre campioni di 0.5-1 14l in circa 30 minuti e per colorare gel con Coomassie
Brilliant Blue o con colorazione ¢ d argento (12.3.8) rispettivamente in circa 30 minuti e 2 ore.

12.3.4 Isoelettrofocalizzazione

L'isoelettrofocalizzazione (1EF, Isoelectric Focusing Gel) & ideale per la separazione di so-
stanze anfotere come le proteine, in quanto & basato sulla separazione delle molecole in fun-
zione del loro diverso punto isoelettrico (cap. 6, 6.1). E un metodo ad alta risoluzione, capace
di separare proteine con punti isoelettrici che differiscono per 0.01 unita di pH. Il sistema pit
fargamente utilizzato nella tecnica IEF si basa sull’utilizzo di gel orizzontali su piastre di vetzo
o fogli di plastica. La separazione viene ottenuta applicando una differenza di potenziale alle
estremita di un gel che contiene un gradiente di pH. Quest'ultimo viene formato mediante
Vintroduzione nel gel di composti chiamati anfoliti, cio miscele complesse di acidi poliam-
mino-policarbossilic sintetici (Fig. 12.7). $i possono acquistare anfoliti che coprona interval-
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Figura 12,7 Formula generale degli anfoliti.

li di pH sia ampi (per esempic pH 3-10} sia ristretti (per esempio pH 7-8); I'intervalle di pH
viene scelto in modo che i punti isoelettrici (valori pI} dei campioni da separare vi rientrino,
Tra gli anfoliti disponibili in commercio vi sono i composti Bio-Lyte e Pharmalyte.

Tradizionalmente i ricercatori utilizzano gel per isoelettrofocalizzazione di spessore pari a
1-2 mm, ma il costo relativamente alto degli anfoliti rende questa tecnica abbastanza costosa
se si devono Utilizzare molti gel. Tuttavia, Uintroduzione di gel per 1EF a strato sottile, che
hanno uno spessore di soli 0.15 mm e che vengono preparati usando una striscia di nastro iso-
lante elettrico come distanziatore tra le due piastre del gel, ha ridotto notevolmente i costi di
preparazione, rendendo ora questi gel di uso comune. Poiché le proteine sottoposte al campo
elettrico devono potersi muovere liberamente in base allaloro carica, ia tecnica IEF viene ese-
guita in gel a bassa percentuale per evitare qu:lsiasi effetto di setaccio molecolare all'interno
del gel stesso. Di solito si da la preferenza ai gel di poliacrilammide (4%}, ma si possono uti-
lizzare anche quelli di agarosio, soprattutio nello studio di proteine con alta M, che possono
subire effetti di setaccio anche in gel di acrilammide a bassa concentrazione.

Per la preparazione di un gel per IEF a strato sottile, gli anfoliti, che coprono un intervallo
di pH adatto, vengono miscelati alla riboflavina, nella soluzione di acrilammide; la miscela
viene poi versata su una lastra di vetro {tipicamente di 25 X 10 cm), che contiene spaziatori
di plastica. La seconda lastra di vetro viene poi posizionata sulla prima per formare il conte-
nitore del gel ¢ il gel viene fatto polimerizzare con il processo di fotopolimerizzazione espo-
nendolo a una luce intensa. La fotodecomposizione della riboflavina genera un radicale k-
bero, il quale d4 inizio al processo di polimerizzazione (12.2.2) che richiede 2 0 3 ore. Una
volts che il gel si & formato, si stacca la lastra di vetro superiore lasciando il gel incoliato a
quella inferiore. Lungo i due lati maggiori del gel vengono posizionati due elettrodi a stop-
pino, formati da sottili strisce di carta da filtro inumidita {"anodo nell’acido fosforico ¢ il
catodo nell’idrossido di sodio). Si applica poi una differenza di potenziale, sotto Veffetto del-
la quale gli anfoliti formano un gradiente di pH traI'anodo e il catodo. Tolto il potenziale,
si applicano i campioni appoggiando sul gel piccoli quadratini di carta da filtro imbevuti nel
campione. Si applica di nuovo un voltaggio per circa 30 minuti, per permettere al campione
di passare (grazie all’elettroforesi} dalla carta nel gel, dopodiché i pezzetti di carta possono
venire rimossi. A seconda del punto del gradiente di pH in cui viene caricato il campione, le
proteine che sono inizialmente in una zona a pH inferiore rispetto al loro punte isoelettrico
si caricheranno positivamente e inizieranno a migrare verso il catodo. Man mano che esse si
spostano, tuttavia, il pH dell’ambiente circostante aumenta in modo uniforme e di conse-
guenza la carica positiva della proteina diminuisce finché la proteina raggiunge effettiva-
mente un punto in cui il pH & uguale al suo punto isoelettrico. La proteina assume Ja forma
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di zwitterione, priva di carica netta, e quindi cessa di muoversi. In modo analoge, le sostanze
che si trovano inizialmente in zone a pH superiore al loro punto isoelestrico si caricano ne-
gativamente ¢ iniziano a migrare verso 'anodo, finché non raggiungone i loro punti isoelet-
trici e si arrestano. E da notare che, poiché le sostanze si muovono sempre verso i loro punti
isoelettrici, il punto sul gel in cui si applicano i campioni non & un fattore critice. Per otte-
nere separazioni rapide (in 2-3 ore) vengono usati voltaggi relativamente alti (fino a 2500 V).
Poiché si sviluppa una notevole quantita di calore, i gel vengono fatti correre su piastre re-
frigeranti (10 °C) e si fa ricorso ad alimentatori per stabilizzare la potenza prodotta e mini-
mizzare le fluttuazioni termiche. Dopo P'elettroforesi, il gel deve essere colorato per rivelare
le proteine. Tuttavia, questa operazione non pud essere eseguita direttamente perché si co-
lorerebbero anche gli anfoliti, dando un gel completamente blu. Il gel va quindi prima lavato
con una soluzione fissante (per esempio, acido tricloroacetico al 10% v/v), che fa precipitare
le proteine nel gel e permette di lavar via e molecole di anfolita molto pin piccole. In seguita
il gel viene colorato con Coomassie Brilliant Blue e quindi decolorato (12.3.8). Un tipico gel
1EF viene mostrato nella figura 12.8. La tecnica & molto simile a queila del chromatofocusing
(13.7.3},

Il pl di una particolare proteina pud essere determinato convenientemente facendo corre-
re una miscela di proteine con pl noti sullo stesso gel. In commercio si trovano diverse miscele
di proteine con diversi valori di pl, che coprono l'intervallo di pH tra 3,5 ¢ 10. Dopo la colo-
razione, viene misurata la distanza di ogni banda da un eleitrodo € viene costruito un grafico
di questa distanza per ogni proteina, in funzione del pl {in realtd il valore del pH in quel pun-
to). Grazie a questa retta dj calibrazione, si pud determinare il pI di una proteina sconosciuta
dalla sua posizione nel gel.

L'IEF & una tecnica molto sensibile, particolarmente utile per studiare le microeterogeneita
di una proteina. Per esempio, una proteina pud apparire come una singola banda su un gel
contenente SD8, ma pud dare tre bande su un gel IEF. Cid pud accadere, per esempio, quando
una proteinz esiste nelle forme mono-, bi- e trifosforilata. La differenza di uno o due gruppi
fosfato non ha un effetto significativo sulla massa molecolare relativa totale della proteina, per
cui el gel contenenti SDS si ottiene una singola banda, ma la piccola differenza di carica in-
trodotta su ogni molecola pud essere rivelata dall'IEF,

Il metodo 2 particolarmente utile per separare gli isoenzimi (cap. 6, 6.2), ciot diverse forme
dello stesso enzima che spesso differiscono soltanto per uno o due aminoacidi. Poiché le pro-
teine sono nella forma nativa, gli enzimi possono essere rivelati nel gel lavando il gel non fis-
sato e colorandolo con un substrato appropriato oppure sovrapponendo un gel di agarosio
contenente il substrato. Questa metodologia ha trovato un particolare utilizzo nella scieriza
forense, dove tracce di sangue o di altri fluidi biologici possono essere analizzare e confrontate
in base alla composizione di certi isoenzimi,

Sebbene I'IEF travi impiego soprattutto nelle separazioni analitiche, pud essere utilizzata
anche per scopi preparativi. Nell'IEF verticale su colonna si usa una colonna verticale di vetro,
raffreddata con acqua e riempita con una miscela di anfoliti sciolti in una soluzione di sacca-
rosio che forma un gradiente di densitd per prevenire la diffusione. Quando la separazione
completa, la corrente viene interrotta e i componenti del campione vengono eluiti attraverso
una valvola alla base della colonna. In alternativa, 'lEF preparativa pud essere eseguita su letti
di gel granuloso, come if Sephadex G-75 (cap. 13, 13.8),
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Figura 12.8 Tipico gel di isoelettrofocalizzazione. [l primo pozzetto contiene una miscela di proteine stan-
dard con punti isoelettrici noti. | pozzenti dal 2 al 5 contengono quantita crescenti di veleno dj serpente, (Per
gentile concessione della Bio-Rad Laboratories Lid.)

12.3.5 Elettroforesi bidimensionale su gel di poliacrilammide

Questa tecnica combina I'TEF, che separa le proteine di una miscela in base alla carica (p1},
con Ja SDS- PAGE m cuj la separazmne avviene in base alle dimensioni. Queste due tecniche
combinate insienie dant '0 Iuogo all'elettroforesi bidimensionale su gel di poliacrilammide
(2-D PAGE, Two-Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis), la pit sofisticata tecnica di
separazione delle proteine disponibile. La prima dimensione (isoelettrofocalizzazione) viene
eseguita su gel di poliacrilammide in tubi stretti (circa 1-2 mm di diametro interno) in pre-
senza di anfoliti, urea 8 M e un detergente non ionico. Le proteine denaturate si separano nel
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gel a seconda dei loro punti isoelettrici. Successivamente, il gel viene recuperato dal tubo ap-
plicando una piccola pressione a un'estrernitd, incubato per 15 minuti in un tampone conte-
nente SDS (legando cost 'SDS alla proteina denaturata), quindi posizionato lungo il get di
impaccamento di un gel contenente SDS (lineare o in gradiente) e infine fissato versando aga-
rosio seiolto, in tampone elettroforetico, sul gel, Una volta che Pagarosio si & polimerizzato,
si avvia Velettroforesi: le proteine legate all’'$D$ entrano nel gel, si impaccano e si separano in
base alle dimensioni (come descritto in £2.3.1). Un tipico gel 2-D di poliacrilammide vienc
mostrato nella figura 12,9,

Con questo metodo si possono risolvere di routine tra le 1000 e le 2000 proteine da una
cellula intera o da un estratto di tessuto; usando gel 2-D con grandi formati (giganti), alcuni
ricercatori sono stati in grado di risolvere tra le 5000 e le 10 000 proteine. 5i calcola che ogni
tipo di cellula esprima tra le 10 000 e le 20000 proteine; oggi si ¢ in condizione di poter “os-
servare” una parte significativa del contenuto proteico totale di una determinata cellula, con

pi
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Figura 12.9 Tipico gel bidimensionale, [l campicne applicato era costituito da 100 pg di proteine totali,
estratte da un ventricolo di cane sano. La prima dimensione & stata ottenuta su un gel di isoeletirofocalizza-
zione a pH 4-7, la seconda su un gel verticale al 12% in SDS-PAGE. 1l pattern & stato visualizzata per colo-
razione ad argento (silver stain}. (Per gentile concessione di Monique Heinke e Dt Mike Dunn, Division of
Cardiothoracic Surgery, lmperial College School of Medicine, Heart Science Centre, Harefield, UK.}
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Tausilio dell’elettroforesi bidimensionale (2-DE). In conseguenza di questo risultato & stato
introdotto il termirne di proteoma, che si riferisce a tutto P'insieme di proteine espresso dal ge-
fioma in un organismo (il termine ¢ ovviamente analogo a “genoma”, che & relativo al conte-
nuto completo di acido nucleico di una specie). Tuttavia, sebbene la sequenza del DNA geno-
mico permetta di dedurre quali proteine dovrebbero essere presenti, non permette di stabilire
quali siano realmente espresse in ogni specifico tessuto o s¢ esse subiscano modificazioni post-
traduzionali (per esempio fosforilazione, glicosilazione, ecc.), né di indagare le lore funzioni.
E P'analisi del contenuto proteice di una cellula o di un tessuto che fornisce informazioni di
questo tipo.

Come si vedra in seguito, fa capaciti di separare un gran numero di proteine per mezzo della
2D-PAGE e di identificare le singole proteine per mezzo dell’analisi parziale della sequenza, e la
ticerca su database di questa sequenza si & tradotta in un rapido aumento della nostra conoscen-
za della componente proteica delle cellule. Chiaramente questo progetto va di pari passo con il
Progetto Genoma Umano, che continua a produrre un database di sequenze di DNA (e quindi
di sequenze di proteine) sempre piti vasto, in cui si possono ricercare le analogie tra le sequenze.
La complessita e la quantitd di dati ottenibili dai pattern dei gel 2-D sono tali da intimidire, ma
fortunatarnente si trovano in commercio vari software d'analisi dei gel 2-D, compatibili con i
personal computer, grazie aj quali si possono ricavare informazioni sia qualitative sia quantita-
tive dai pattern dei gel e inoltre confrontare i pattern di due diversi gel 2-D. Cit ha permesso [a
costruzione di alcuni database di espressione proteica quantitativa in una serie di tipi di tessuto
e di cellule. Per esempio, un database di proteine del sistema cardiovascolare & stato costruito
dall’Heart Sciences Centre, Imperial College School of Medicine all’'Harefield College, in Gran
Bretagna, a cui si pud accedere rapidamente dal World Wide Web (WWW). Un ampio sisterna
di aatabase 2-DE, conosciuto come SWI8S-2I PAGE, fa capo all'Universita di Ginevra ed & an-
ch’esso accessibile tramite WWW., Questo servizio permette quindi a un laboratorio di con-
frontare il propri database 2D di proteine con quelli di un altro aboraterio.

Oggi ¢ possibile seguire i cambiamenti nell’espressione di tute le proteine di una cellula o un
tessuto, anziché di una o due come invece accadeva in passato. Le applicazioni potenziali
dell'analisi del proteora sono enormi. Innanzitutto si pud produrre un mappa 2-D delle pro-
teine espresse da un organistno, da un tessuto o da una cellula in condizioni “normali”. Questa
mappa e il database 2-D di riferimente possona essere quindi utilizzati per confrontare i dati ot-
ten1ti con informazioni simili ricavate da organismi, tessuti o cellule “anormali” o trattate. Si
pud per esemnpio confrontare un ‘tessuto normale con uno malato (per esempio neoplasia ma-
ligna e non maligna), analizzare gli effetti del trattamento con farmaci o con tossine sulle cellule,
osservare i cambiamenti della componente proteica della cellula nei diversi stadi del ciclo cellu-
lare o durante I'apoptosi, studiare la risposta a stimoli extracellulari come ormoni o citochine,
confrontare ceppi batterici patogeni o non patogeni. Come tipico esempio, un gruppo di ricerca
che studia gli effetti tossici dei farmaci sul fegato pud confrontare i pattern dei gel 2-D dei fegati
“danneggiati” con fa mappa di riferimento 2-D di un fegato normale, identificando i cambia-
menti proteici che avvengono in seguito al trattamento farmacologico.

Caratterizzazione delle proteine separate mediante 2-DE

A
Dopo aver confrontato due tracciati 2-DE e identificato ogni macchia proteica di interesse,
& necessario identificare ogni singola proteina. Questo scopo viene raggiunto ottenendo i dati
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di parziale sequenza e poi cercando nel database di sequenze proteiche per identificare la se-
quenza. Son¢ disponibili database universali che raccolgono informazioni su tutti i tipi di
proteine, ricavati da tutte le specie biologiche, Questi database possono essere divisi in due
categorie: 1. database che rappresentano un semplice elence di dati di sequenza, 12 maggior
parte dei quali dedotti direttamente dalle sequenza di DNA, per esempio il database Tr EMBL;
2. database con commenti, in cui, oltre alla sequenza, si trovano informazioni che il biclogo
(autore del commento) ha desunto dalla letteratura, da articoli su riviste ecc,, per esempio il
database SWI185-PROT. Al momento della stesura di questo libro, il database SWIS5-PROT
conteneva 65 000 sequenze tratte da pit1 di 5000 diverse specie (sebbene la maggior parte delle
annotazioni provenisse da circa 30 specie su cui si sono maggiormente concentrate le ricerche
biclogiche). I dati di sequenza si ottengono in uno dei modi seguenti:

1. Sequenziamento proteico diretto della macchia con la degradazione di Edman (cap. 6,
6.4.3). In questa lecnica, le proteine nel gel 2-D sono sottoposte a elettroblotting su
un’adatta membrana, per esempio polivinilidin difluoruro (PVDF). Dopo la colorazione
del blot, la macchia di interesse viene asportata e introdotta direttamente in un analizzato-
re di sequenza automatizzato, in modo da generare una sequenza aminoacidica a partire
dall'estremitd N-terminale della proteina.

2. Da profili di masse peptidiche. Questo metoda si basa sull’asservazione che le precise masse
peptidiche, ottenute con le analisi di spettrometria di massa (cap. 11) di un digerito proteico
{per esempio con tripsina) forniscono un’impronta caratteristica della proteina. La macchia
proteica & quindi digerita in situ all'interno del gel o dopo elettroblotting sulla matrice. Do-
po I'estrazione, i peptidi non separati possono essere analizzati con la MALDI-MS (cap. 11),
che dara valori di massa molecolare relativa precisi per i peptidi prodotti, Questi dati di
massa molecolare relativa ottenuti sperimentalmente possono essere utilizzati per il con-
fronto con i database di masse molecolari relative dei peptidi generati da sequenze di pro-
teine note (o da sequenze previste dedotte da sequenze nucleotidiche).

3. Determinazione di sequenza con la spettrometria di massa. | dati di sequenza parziale pos-
sone essere determinati con la spettrometria di massa e si pud effettuare una ricerca sui da-
tabase per l'identitd della sequenza, La figura 12.10 illustra un esempio di questo approc-
¢io, Mediante 2-DE si & separato un lisato di 2 x 108 cellule leucemiche basofile del ratto e
per P'analisi la sceita & caduta sulla macchia 2. Quest'ultima # stata digerita in situ e le pro-
teine risultanti sono state estratte, per poi essere analizzate con la MS tandem tramite uno
strumento a tripletto e a quadrupolo (ESI-MS?). La spettrometria di massa della miscela
peptidica mostra una serie di ioni molecolari relativi ai peptidi. Uno di questi (m/z 890) &
stato selezionato per un'ulteriore analisi, frammentandolo ulteriormente in uno spettro-
metro di massa a quadrupolo a dare frammenti di ioni con valori di m/z compresi nell'in-
tervallo da 595.8 a 1553.6 (Fig. 12.10). Gli ioni con mi/z pari a 1002.0, 1116.8, 1280.0,

1466.2 e 1553.6 probabilmente fanno parte della serie ionica Y (Fig. 12.11) dal momento

che appaiono a m/z pit elevati del precursore a m/z 890. L'intervallo tra due ioni Y adia-
centi dipende direttamente da un aminoacido, poiché i due ioni Y vicini risultano dalla
rottura di due legami ammidici adiacenti. Quindi, conoscendo le masse molecolari relative
di ciascuno dei 20 aminoacidi che si trovano in natura, & possibile determinare la presenza
di uno specifico residuo in qualsiasi punto all'interno del peptide, La posizione dell’ami-
noacido assegnato si deduce in virtd del rapporto m/z dei due ioni. Leggendo diversi ami-
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Iigura 12,18 Spettro nano-ESE MS? di m/z 890 daila macchia 2 che mostra la costruzione di up rag di se-
quenza. L'asse delle ordinate mostra l'intensita relativa. {Per gentile concessione di Mr Malcom Ward, Glaxo
Wellcome Research and Development, Stevenage, UK.)
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Figura 12,11 Schema di input del programma PeptideSearch™ e risultato della ricerca basata sui dati ottenuti
dalla nano-ESI MS? di m/z 890 della macchia 2, {Per gentile concessione di Mr Malcom Ward, Glaxo Wellcome
Research and Development, Stevenage, UK.}
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noacidi, & possibile assemblare una sequenza di aminoacidi, in questo caso YWS (usando
il codice a una lettera). La ricerca nel database & possibile utilizzando il peptide con M,
1778, la posizione dello ione con m/z pit basso (1116.8), la sequenza aminoacidica propo-
sta (YWS) e lo ione ¥ pid alto a m/z 1553, Questo produce un fag (etichetta} di sequenza,
che si scrive (116.8)YWS{1553.6). o

Una ricerca nel database SWISS-PROT (Fig. 12.11) da due soli risultati da 40 000 sequenze,
dai quali si deduce che la proteina in questione & la ghiceraldeide-3-fosfato deidrogenasi. La
sequenza completa di questo peptide 2 LISWYDNEYGYSNR e i dati di frammentazione
HS/MS sono in perfetto accordo. Altri peptidi presenti nel campione possono essere analiz-
zati nello stesso modo, confermando I'identith della proteina.

12.3.6 Elettroforesi su acetato di cellulosa

Sebbene sia uno dei metodi pit vecchi, Ielettroforesi su acetato di cellulosa vanta ancora
un certo numero di applicazioni. In particolare continua a essere impiegata nell'analisi clinica
dei campioni di siero. Rispetto alla carta, I'acetato di cellulosa ha il vantaggio di essere un
mezzo molto pitt omogeneo, cor; pori delle stesse dimensioni, che non assorbe le proteine co-
me fa la carta. §i ha quindi un minore effetto strisciata delle bande delle proteine e la risolu-
zione & migliore, anche se non ai livelli raggiunti con i gel di poliacrilammide. Tuttavia, questo
metodo & pit semplice da impostare ed eseguire. Di solito campioni singoli vengono fatti cor-
rere su strisce di acetato di cellulosa (2.5 x 12 cm), anche se spesso vengono fatti correre pit
campioni utilizzando fogli pit grandi. L'acetato di cellulosa viene depprima imbevuto nel
tampone per elettroforesi (pH 8.6 per campioni di siero); quindi il campione {1-2 pl) viene
applicato su una striscia larga 1 cm, posta a circa un terzo della lunghezza del supporto. Le
estremita della striscia sono in contatto con le vaschette contenenti il tampone elettroforetico,
tramite uno stoppino di carta da filtro che viene sovrapposto all'estremita della striscia di ace-
tato di cellulosa; Pelettroforesi viene condotta a 6-8 V em™ per circa 3 ore. Dopo 'elettrofo-
resi, la striscia viene colorata per evidenziare le proteine (12.3.8) e quindi decolorata; le bande
veagono cosl visualizzate. Una tipica separazione delle proteine del siero presenta circa sel
bande principali. Tuttavia, in molti stati patologici questo profilo delle proteine cambia, per-
mettendo di ottenere, dal profilo alterato, informazioni sul quadro clinico del paziente. Seb-
bene sia ancora frequentemente utilizzata per Panalisi del siero, Uelettroforesi su acetato di
cellulosa sta per essere soppiantata dai gel di agarosio, che danno risultati simili, ma risolu-
zione migliore. Un tipico esempio dell’analisi del siero su gel di agarosio & presentato nella fi-
gura 12.12. Pattern simili si ottengono utilizzando I'acetato di cellulosa.

Anche gli enzimi possono essere facilmente rilevati nei campioni sottoposti a elettrofo-
resi su acetato di cellulosa, utilizzando la tecnica dello zimogramma. L4 striscia di cellulosa
viene posta su una striscia di carta da filtro imbevuta di tampone contenente il substrato.
Dopo un periodo di incubazione opportuno, le strisce vengono tolte e la carta viene trattata
al fine di evidenziare I'enzima prodotto; da questo dato ¢ possibile risalire alla posizione
dell’enzima sulla striscia originaria. Un approccio alternativo, per la rilevazione e 'analisi
semiquantitativa di qualsiasi proteina sulla striscia, consiste nel trattare quest’ultima come
I'equivalente di un blot e di ricercare la proteina in esame usande anticorpi primari e poi
anticorpi secondari coniugati a enzimi (12.3.9). Il colore sviluppato dal substrato indica la
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Figura 12,12 Elettroforesi ai campioni di siero umano su gel di agarosio. 1 pozzetti 2, 3, 4 ¢ 6 mostranc pro-
fili proteici di un siera normale, mentre i pozzetti 1, 5, 7 quelli di pazienti affetti da micloma, che sono iden-
tificati dall'eccessiva produzione di un particolare anticorpo monoclonale trovato nella frazione 1gG. (Per
gentile concessione di Charles Andtews ¢ Nicholas Cundy, Edgware General Hospital, Londor.)

presenza della particotare proteina e l'intensitd raggiunta dopo un dato periodo di tempo
fornisce una misura semiquantitativa della quantity della proteina, Cosl, per esempio, si
pud far correre su un foglio di notevoli dimensioni un grande numero di campioni di siero
e quest’ultimo pud essere analizzato usando anticorpi, identificando elevati livelli di una
particolare proteina in alcuni campiori in base all'aumento dell’intensita del coiore svilup-
pato proprio in questi campioni.

12.3.7 Elettroforesi a flusse continuo

L'elettroforesi a flusso continuo vieae utilizzata per la separazione in soluzioni libere nelle
produzioni su larga scala. L'elettroforesi & un processo continuo perché il materiale che si se-
para viene spinto verso I'alto da un flusso di tampone trasportatore, lungo lo spazio ad anello
esistente tra due cilindri verticali concentrici (Fig. 12.13). Il cilindro esterno viene fatto ruo-
tare per mantenere un flusso laminare stabile della soluzione tampone. Traidue cilindri viene
applicato un campo elettrica, che determina la separazione del materiale del campione in sen-
so radiale man manao che esso viene sospinto verso I'alto dal flusso del tampone, Alla sommitd
del cilindro interno una serie di fenditure radiali permette di separare il flusso di tampone in
un certo numero di frazioni, fino a 30.

E ora disponibile in commercio un'apparecchiatura per separazioni su larga scala. Tutta-
ia, occorre ricordare che la risoluzione non & certamente migliore, anzi & spesso peggiore, di
quella che si pud ottenere applicando la cromatografia a scambio ionico, una tecnica molto
pils semplice ed economica, oltre che molto adatta a operazioni su larga scala, Tuttavia, que-
sto metode ha utili applicazioni nella separazione delle particelle e delle cellule come gli eri-
trociti umani, separazione difficile da ottenere in altro modo.
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Figura 12.13 Cella per elettroforesi a flusso continuo. Il campione entra nell’intercapedine attraverso il foro
di ingressa del campicne ed & soggetto a un movimento verso 'alto dovuto all'elettroforesi. Il risultate & una
sepamzmne radiale in una serie di bande (frazwm) che passona essere raccolte attraverso una serie di fori di
uscita per il campione. (Per gentile concessione di AERE Harwelf.)

12.3.8 Rivelazione, stima e recupero delle proteine da gel

1l colorante pili comunemente utilizzato per determinare le proteine nej gel ¢ il colorante
trimetaminG & solfato Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) 1d colorazione viene csegulta
usando CBB allo 0.1% (v/v) in metanclo, acquae acido acetico glaciale (45:45:10, in volume).
Questa miscela di acido e metanolo agisce come densturante per precipitare o fissare la pro-
teina nel gel, in modo da impedire che la proteina sia trascinata via durante la colorazione,
Per la maggior parte dei gel la colorazione richiede circa 2 ore ¢ la decolorazione, di solito del-
la durata di una notte, viene condotta tenendo in leggera agitazione la stessa soluzione di aci-
do e metanolo, ma senza il colorante, Il colorante Coomassie & molto sensibile; una ba.nda po-
<o intensa su un gel di poliacrilammide corrisponde a circa 0.1 pg (100 ng) di pre protema La
colorazione con CBB non viene utilizzata per 'acetato di cellulosa (quindi per le proteine sot-
toposte a blot) perché il colorante si lega molto fortemente alla carta. In questo caso le protei-
ne vengono denaturate previa immersione della striscia, per breve tempo, in una soluzione di
acido tricloroacetico al 10% (v/v) quindi colorate tramite immersione in una soluzione con
un colorante che non si leghi al materiale di supporto, per esempio Procion Blue, Amido
Black o Procion S.

Nonostante la colorazione con Coomassie sia molto sensibile, molti ricercatori che richie-
dono una sensibilita superiore fanno ricorso a una colorazione ad argento (silver stain). I co-
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loranti di quest’ultimo tipo si basano sulle tecniche sviluppate per Pistologia o sui metodi im-
piegati nel processo fotografico. In entrambi i casi, gli ioni argento (Ag*) sono ridotti ad
argento metallico sulla proteina, dove 'argento si deposita formando una banda nera o mar-
rone, La colorazione ad argento pud essere utilizzata immediatamente dopo I'elettroforesi o,
in alternativa, dopo la colorazione con CBB. In quest™ultimo approccio, st possono identifi-
care le bande principali sul gel con CBB e risolvere le bande di minore intensita, che non sona
rivelate dal CBB, usando il colorante ad argento, La colorazione ad argento & come minime
100 volte pit sensibile del Coomassie Brilltant Blue e rivela proteine in quantita fino a 0.1 ng.

Per la rilevazione delle proteine in un gel si & tradizionalmente utilizzata la colorazione di
Schiff con acido periodico (PAS, Periodic Acid-Schiff). Questo tipo di colorazione permette di
distinguere i componenti glicoproteici di una miscela. Tuttavia, il colorante PAS non & molto
sensibile e spesso produce bande molto deboli, di colare rosso-rosa, difficili da distinguere su
un gel. Oggl, un metodo molto pid sensibile consiste nell’effettuare i Western blot del gel
(12.3.9) e usare lectine per rivelare le glicoproteine, Le lectine sono molecale proteiche che le-
gano i carboidrati; si & scoperto che lectine differenti hanno specificitd diverse per diversi tipi
di carboidrati, Per esempio, alcune lectine riconoscono il mannosio, il fucesio o la glucosara-
mina terminale presenti nelle catene laterali di carboidrati delle glicoproteine. Il campione da
analizzare  fatto correre in una serie di pozzetti su un gel SDS-poliacrilaminide. Nei punti in
cui le lectine si legano appaiono bande colorate se ogni pozzetto sottoposto a blot viene incu-
bato con una diversa lecting, lavato, incubato con un anticorpo contro la lectina coniugato alia
perossidasi di rafano e se quindi si aggiunge il substrato della perossidasi. In questo modo, ef-
fettuando il test per una proteina con una serie di lectine, & possibile non solo stabilire che Ta
proteina ¢ glicosilata, ma anche ottenere informazioni sul tipo di glicosilazione.

Si POssOno ottenere an isi quantitative (cio¢ misure delle quantita relative delle diverse
profeine in un campione) con la densitometria a scansione. Esistono in commercio diversi ti-
pi di densitometri a scansione . one che s'"basano sulla misurazione deila luce trasmessa quando il
raggloviﬁfﬁ'l‘ri}')éo (Easer) viene fatto passare attraverso il gel colarats, $i ottiene una rappresen-
tazione grafica defle zone protelche (picchi di assorbanzd) in funzuone della d:slanza di mi-
grazlone e si pud L‘alcoliire P'area dei picchi per ottenere dati quantitativi, Tuttavia, questi dati
devono essere mterpretan con cautela, poich¢ esiste un intervallo ristretto di concentrazioni
proteiche in cui c't una relazione lineare tra assorbanza ¢ concentrazione, Inoltre, non sempre
quantita uguali di proteine diverse si colorano nello stesso modo con un dato colorante, per
cui il confronto tra le quantita relative di proteina pud essere selo semiquantitativo. Una so-
luzione alternativa, che rappresenta anche un sistema molto pill economico di ottenere questi
dati, consiste nel ritagliare le bande colorate di interesse, eluire il colorante per una notte, agi-
tandolo in un volume notoe di piridina al 50%, e misurare con uno spettrofotometro la quan-
tita di colore rilasciato. Dj recente sono stati messl a punto molti sistemi di documentazione
su gel, che stanno soppiantando la densitometria a scansione. Questi sistemi da banco sono
cosntum da un’unig} \gdeg di imaging (ccllegata a un computer} e da una piccola “camera
oscura”, che offre 1 Possibilita di scegliere luce bianca o ultravioletta (transilluminatore). Le
immagini del gel possono essere archiviate in un computer, intensificate se necessario e stam-
pate come richiesto con una stampante termica, eliminando cosi la necessita dello sviluppo
in un bagno rivelatore, in una camera oscura costruita appositarnente, come nel caso della

normale fotografia.
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Sebbene generalmente l'elettroforesi su gel trovi impiego come strumento analitico, la si
pud utilizzare anche per separare le proteine su gel al fine di ottenere la purificazione della
proteina. Le bande di proteine possono essere ritagliate da blot ¢ caricate in un sequenziatore
di protein?ﬁé?autt'éhere i dati della sequenza (cap. 6, 6.4.3). Le bande proteiche colorate pos-
sono essere ritagliate dai gel ¢ la proteina pud venire recuperata mediante elettroforesi
estraendola dal pezzo di gel (elettroeluizione). Sono disponibili in commercio celle di diverso
tipo per I'elettroeluizione, ma il metodo pits semplice consiste forse nel porre il pezzetto digel
con tamponie all’intetno di un sacco da dialisi, che va poi collegato a due elettrodi in un tam-
pone. Le proteine, che per effetto dell’elettroforesi fuoriescono dal pezzetto di gel per migrare
verso "appropriata elettrodo, vengono trattenute nel sacchetto da dialisi. Terminata I'elettro-
eluizione, la corrente viene invertita per qualche secondo, per fare in modo che le proteine
eventualmente adsorbite dalla parete del sacchetto da dialisi si stacchino; infine si recupera la
soluzjone contenente la proteina all'interno del sacchetto.

12.3.9 Western blotting (delle proteine)

La tecnica PAGE, benché sia essenzialmente una tecnica analitica, in pratica effettua il fra-
zionamento di una miscela di proteine durante il processo di elettroforesi. }‘:’:._Rgssibile sfrut-
tare questo frazionamento per esaminare ulteriormente le singole proteine separate. I primo
passaggio consiste nel trasferimento (o blot) del pattern di proteine separate dal gel su un fo-
glio di nitrocellulosa. Tale metodo @ conosciuto come protein blotting (trasferimento delle
proteine) o Western blotting per analogia con il Southern blotting (cap. 2, 2.10), il metodo
analogo pet il recupero dei campioni di DNA dal gel di agarosio. Il trasferimento delle protei-
ne dal gel alla nitrocellulosa si pud ottenere in uno dei due modi seguéntl. Nel capillary blot-
ting, il gel viene posto su molti strati di carta da filtro bagnati, imbevuti nel tampone, mentre
un foglia 3 itrocelluloa viene postd sopra il gell Viene fatto passare del tampone attraverso
il gel posizionando un altro blocco di materiale assorbente asciutto (solitamente carta da fil-
tro} e si applica un peso molto grande sul foglio di nitrocellulosa. | passaggio del tampone
attraverso il gel, per azione capillare, trasporta le proteine separate sul foglio di nitrocellulosa,
con cui i legano in modo irreversibile per interazione idrofobica. I processo di trasferimento
dura una notte, ma a causa delle piccole dimensioni dei pori del gel di acrilammide solo una
quantita limitata di tampone migra attraverso il gel in questo lasso di tempo, per cui solo una
frazione (10-20%) di ogni proteina presente nel gél si trasferisce in queste modo. UE_E_e_todo
di trasferimento pilt veloce {dura solo pache ore) e pit efficiente ¢ I'elettroblotting, Un safid-

 wich di gel e nitrocellulosa viene compresso tra due fogli.di plastica rigidi e immerso in un
tampone tra due elettrodi paralleli {Fig. 12.14). Viene fatta passare una cotrente in direzione
perpendicolare al gel, provocando Delettroforesi delle proteine séparate che escono cosi dal
gel ed entrano nel foglio di nitrocellulosa. La nitrocellulosa, su cui sono state trasferite le pro-
teine, » chiamata in genere blot. Una volta trasferite sulla cellulosa, le proteine separate pos-
sono essere sottoposte a ulteriore esame. Cid richiede I'analisi del blot, di solito facendo uso
di un anticorpo per rivelare una specifica proteina. Il blot viene dapprima incubato in una so-
fuzione proteica, per esempic albumina di siero bovino al 10% (wiv}, o latte in polvere senza
grassi al 59 (w/v) (la cosiddetta tecnica “blotto”), in modo da bloccare tutti i rimanenti siti
di legame idrofobico sul foglio di nitrocellulosa. 1l blot viene quindi incubato in una diluizio-
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Figura 12.14 Schema di elettroblotting. I! gel da sottoporre a blot viene posta su una spugnetta imbevuta di
tampone. 1l foglio di nitrocellulosa viene quindi appoggiato topra il gel. Una seconda spugnetta imbevuta di
tampone viene posta sopra la nitrocellulosa. Questo “sandwich” , tenuto insieme da due fogli di plastica po-
rosa rigida legati da due elastici, viene poi posto tra due elettrodi paralleli al sandwich in un serbatoio con il
tampone ¢ viene fatta passare la corrente. Il sandwich deve essere sistemato in modo che it mezzo immaobi-
lizzante rimanga tra il gel ¢ anodo per i gel di SDS-poliacrilammide, perché tutte le proteine hanno carica
negativa.

ne di un antisiero (anticorpo primario} diretto contro la proteina di interesse. La molecola
1gG si lega al blot solo se riconosce il suo antigene, identificando cosl la proteina di interesse.
Per visualizzare questa interazione il blot viene ulteriormente incubato in una soluzione con-
tenente un anticorpo secondario, che & diretto contro 'IgG della specie utilizzata come anti-
corpo primario. Per esempio, se I'anticorpo primario & ricavato da coniglio, allora Panticorpo
secondario sara diretto contro le IgG di coniglio. Questo anticorpo secondario viene oppor-
tunamente marcato in modo che si possa visualizzare sul blot l'interazione tra 'anticorpo se-
condario e quello primaric. Sone disponibili in commercio molecole anti-specie IgG, con
una scelta di diversi marcatori a esse legati. Uno dei pilt comuni metadi di rivelazione consiste
nel fare uso di un anticorpo secondario coniugato a un enzin:a {Fig. 12.15). In questo caso,
dopa essere stato trattato ¢con 'anticorpo secondario mareato con I'enzima, il blot viene in-
cubato nella soluzione enzima-substrato, dove 'enzima converte il substrato in un prodotte
colorato insolubile che precipita sulla nitracellulosa. La presenza di una banda colorata indi-
ca, quindi, la posizione della proteina di interesse. Da confronti attenti del blot con un gel co-
lorato dello stesso campione si pud identificare Ia proteina di interesse. Come enzima coniu-
gato agli anticorpi si usa di solito la fosfatasi alcalina, che converte il substrato 5-bromo-d-
cloro-indolofosfato (BCIP) da incolore a un prodotto blu, oppure la perossidasi di rafano
che, con H,Q; come substrato, ossida il 3-amino-9-etilcarbazolo in un prodotte insolubile
marrone e il 4-cloro-1-naftolo in un prodetto insolubile blu. Un approceio alternativo per la
rivelazione della perossidasi di rafano consiste nell’applicare il metodo della chemiolumine-
scenza intensificata (ECL, Erthanced ChemiLuminescence). In presenza di perossido di idroge-



602 N METODOLDGIA BIOCHIMICA

Predotto
Substrato ¥/ {coloralo)
(incolore)

/J\ Anlicorpe primario (prodotto in conigiic)

A Proteina di Intaresse
Anticorpo anti-IgG o coniglio cul & legato un enzirna

swsscenenees Proleina di bloccaggio che non da reazioni {per esempio albumina di sierg boving)

. ' . @ proteine traslerile sulla nlirocellulosa

Flgl.u:a 12.15 Uso di anticorpi secondari coniugati a un enzima nell’immunedecorazione def blot proteici.
(1) L'anticorpo primario (ottenuto per escmpio da un coniglio) riconosce la proteina di interesse nel blot.
{2) Gli anticorpi anti-1gG di coniglio, cui & legato un enzima, riconoscono 'anticorpo primario. (3) L'ag-
giunta del substrato dell'enzima da Juogo a un prodotto colorato che si deposita su blot nella posizione ove
¢ presente la proteina di interesse.

no ¢ del substrato chemioluminescente luminolo (Fig. 12.16), la perossidasi di rafano ossida
il luminolo ¢on la concomitante produzione di luce, a cui intensita aumenta di mille volte in
presenza di un intensificatore chimico. La luce emessa pud essere rilevata esponendo il blot a
una lastra fotografica. Sono disponibili dei corrispondenti substrati ECL per essere usati con
gl_i anticorpi marcati con la fosfatasi alcalina. Il principio zlla base dell’'uso.degli anticorpi co-
fuugati con un enzima per rilevare gli antigeni nei blot & analogo a quello sfruttato nei dosaggi
immunoenzimatici (cap. 4, 4.7),

Sebbene gli enzimi siano i marcatori di uso comune per gli anticorpi secondari, possono
trovare impiego anche altri marcatori. Questi includeno;

1. Anticorpi secondari marcati con '¥1. Il Jegame al blot viene determinato con I'autoradiogra-
fia (cap. 14,14,2,3),

2. Anticorpi secondari marcati con fluoresceina isotiocianato, Questo marcatore fluorescente
viene rivelato esponendo il blot alla luce ultravioletta,

3. Proteina A marcata con '#1, La proteina A, purificata da Staphylococcus aureus, si lega spe-
cificamente alla regione Fc delle molecole IgG. La proteina A marcata con '2°] viene quindi
utilizzata al posto di un anticorpo secondario ¢ il legame con il Blot viené rivelato con 'au-
teradiografia.

4. Anticorpi secondari marcati con oro. Sono disponibili in commercio anticorpi secondari
{anti-IgG) rivestiti di minuscole particelle d'oro. Queste sona visibili direttamente dando
una colorazione rossa quando si legano a vn anticorpe primario sul blot.
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Figura 12,16 Uso della chemioluminescenza intensificata per rivelare la perossidasi di rafano.

5. Anticorpi secondari biotinilati. La biotina £ una vitamina a basso peso molecolare che si lega
fortemente all'avidina, una proteina dell'uovo {Ky= 101> M). Il blot viene prima incubato
con un anticorpo secondario biotinilato, quindi con avidina coniugata a un enzima. Poi-
ché molte molecole di biotina si possano legare a una singola molecola di anticorpo e mol-
te molecole di avidina coniugate a un enzima si possono legare 2 una singola molecola di
anticorpo biotinilato, st ottiene un segnale pit intenso, L'enzima utilizzato & di solito la fo-
sfatasi alcalina o la perossidasi di rafano,

Oltre agli anticorpi ¢ alle proteine marcate, a volte si utilizzano altre sonde. Per esempio, il
DNA marcato radicattivamente pud essere impiegato per rilevare proteine leganti il DNA su
un blot. Il blot viene dapprima incubato in una soluzione di DNA marcato radicattivamente,
quindi viene lavato e se ne effettua unautoradiografia. La presenza di bande radioattive, rile-
vate dalPautoradiografia, identifica le posizioni delle proteine leganti il DNA sul blot.

12.4 Eletiroforesi di acidi nucleici

12.4.1 Elettroforesi su gel di agarosio del DNA

Per la maggior parte dei campioni di DNA, la separazione elettroforetica viene condotta su
gel di agarosio, Cid (}_‘(,}igxy}t; al fatto che Ia maggior parte delle molecole di DNA ¢ dei loro
frammenti analizzafi d}‘mﬁune sono considerevolmente pit grandi delle proteine; poiché
dunque non sarebbero in grado di penetrare in un get di poliacrilammide, necessitano di un
gel di agarosio che ha pori di dimensioni maggiori. Per esempio, il plasmide pBR322, di co-
mune impiego, ha una M, pari a 2.4 x 10, Tuttavia, anziché usare numeri cosi grandi & pit

conveniente fare riferimento alle dimensioni del DNA in termini di numero di coppie di basi.
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Sebbene originariamente ci si riferisse alle dimensioni del DNA in termini di coppie di basi
{bp, base-pairs) o di kilo-coppie di basi (kbp, kilo-base-pairs), oggi & ormai diventata nomen-
clatura comunemente accettata abbreviare il termine kilo-coppie di bast semplicemente in ki-
lobasi (kb) quando ci si riferisce a un DNA a doppia elica: pBR322 & quindi 4,36 kb, Anche
un piccolo frammenta di restrizione di 1 kb ha una M, di 620 600. Quando si parla di un DNA
a singolo filamento si preferisce definire le dimensioni i termini di nucleotidi (nt). Poiché la
carica per unitd di lunghezza (dovuta ai gruppi fosfato) 2 la stessa per qualsiasi frammento di
DNA, quando viene applicato un campo elettrico tutti i campioni di DNA dovrebhzra muo-
vem verso I'anodo con la stessa mobilit. Tuttavia, la separazione su gel di agarosio viene ot-
tenuta in base alla resistenza al loro movimento causata dalla matrice del gel. Le molecole pitt
! .-':‘93333»2?5535 aftraverso i pori del gemE molecole moito
- grasse. possono anche non muoversi affatto), mentrele mojg;ok. p J:ccole risulteranno po-

co ritardate, Di conseguenza la mobilith delie moleﬁﬂl:_dLDHA.dlmm.LdeﬂLgfg[gul su gel
d pende“mHaJIe dimensioni: le molecole pits piccole si muovono pn‘.l ve]ocqmeme 1l fenome-
no & analogo a quants avviene per [a separazione delle proteme nei geI di'poliacrilammide in
presenza di SDS (12.3.1), sebbene I'analogia non sia perfetta, in quanto le molecole di DNA a
doppia elica formano bastoncini relativamente rigidi e non & ancora del tutta chiaro come rie-
scano a passare attraverso il gel, anche se & probabile che le lunghe molecole di DNA passino
frontalmente attraverso i pori. Passando attraverso i pori, una molecola d: DNA subird un ef-

fetto di setaccio, per cui pit Iunga & la molecgla, pity sard ritardata da ogm poro I movimenti
laterali possono diventare pitt importanti per il ENA?aB};EIa “elica molto piccolo e per il
DNA a filamento singolo pili flessibile, Risulta ovvio, da quanto appena detto, che le concen-
trazioni dei gel devono essere scelte per adattarsi all'intervallo di dimensioni delle molecole
da separare. | gel che contengono lo 0.3% di agarosno ) separeranno n molecole di DNA adoppia
elica di d1menslom comprese a5e 60 kb mentre 1 ge] a3 2% SOno usal per cz campiom com-
presi tra gli 0.1 &' 3 kb. Molti laboraton usano di routme geI allo’ '0.8%, che'sono adatti per
separare molecole di DNA di 0.5-10 kb. Poiché i gel di agarosio separanc il DNA in base alle
dimensioni, la M; del frammento di DNA pud essere determinata in base alla sua mobilita
clettroforetica, facen&o correre una serie di marcator{ di DNA standard con M, nota sullo
stesso gel. Cid si pud fare facilmente utilizzando un campione di DNA del batteriofago A (49 kb)
che & stato tagliato con un enzima di restrizione come EcoRI. Dal momento che & nota la se-
quenza di basi del DNA di A e siti di restrizione per EcoRl, si generano frammenti di dimen-
sioni ben note (Fig. 12.17).

} gel di DNA vengono fatti correre in orizzontale e completamente immersi nel tampone
(submarine o submerged gel), L'agarosio, sciolto nel taniipone del gel per bollitura, viene ver-
sato su una piastra di vetro o di plastica, circondata da una parete d1 nastro adesivo o da una
cornice di plastica in modo da avere un gel spesso 3 mm. I pozzetu di caricamento sono for-
mati applicande un’apposita sagoma di plastica o un pettme ‘Tiella ‘sdluzione di gel, ¢ toglien-
dolo quando 11 gel ha polimerizzato. Il geiymne posto ne nella vaschetta elettroforetica e coperto
‘con il tampone; si caricano i mmpxom mlettandol: du'ettamente nei pozzetu I campioni: ven-
gond preparati sciogliendoli in'iina soluzione tampone contenente saccarosio, glicerolo o Fi-
coll, che rendono la soluzione densa e fanno in modo che il campione raggiunga il fondo del
pozzetto. Nella soluzione viene aggiunto anche un colorante come il Blu di bromofenolo, che
rende pitr facile vedere il campione che & stato caricato e agisce anche come marcatore del
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Figura 12.17 Fotografia di quattro corsie di un submarine gel di agarosio allo
0.8%. Il gel & stato fatto correre a 40 V in un tampone Tris/borato/EDTA per 16
ore, <olorato con bromuro di etidio e osservato con luce ultravioletta, I campio-
ni caricati erano circa 0.5 ug di DNA per corsia. Corsie 1 € 2: DNA del fago &
(49 kb); corsia 3: DNA del fago A tagliato con I'enzima EcoR1I per generare fram-
menti di dimensioni paria 21.80, 7.52, 5.93, 5.54, 4.8G e .41 kb corsia 4: DNA
R del fago A tagliato con HindIll per generare frammenti di 23.70, 9.4, 6.75,
ey 4.26, 2.26, 1.98 kb. (Per gentile concessione di Stephen Boffey, University of
} 2 i Hertfordshire.)

fronte elettroforetico. Non & necessario un gel di impaccamento (12.3.1) per 'elettroforesi del
DNA perché la mobilith delle molecole i DNA & molto maggiore nei pozzetti che all'interno
de! gel, quindi tutte le molecole nel pozzetto si impilano pochi minuti dopo 'applicazione
della corrente, formando una banda stretta all'inizio della corsa. I get che vengono usati di so-
lite sono lunghi all’incirca 25 cm e larghi 12 cm e sono fatti correre con un gradiente di vol-
taggio di circa 1.5V em™! per tutta una notte. Un voltaggio pii alto causerebbe un eccessivo
surriscaldamento. Per analisi rapide, che non richiedono un’elevata separazione delle mole-
cole di DNA, & pratica comune usare minigel di lunghezza inferiore ai 10 ¢cm. In questo modo
i risultati si possono ottenere in 2-3 ore.

Una volta che il sistema & stato fatto correre, occorre colorare e visualizzare il DNA nel gel.
Il reagente piil utilizzato 2 il colorante fluorescente bromuro di etidjo. Il gel viene immerso
con delicatezza in una soluzione di bromuro di etidio (0.5 g cm?), qumd1 si visualizzano le
bande con luce ultravioletta a una lunghezza d’onda di 300 nm. 1l bromuro di etidio & una
molecola ciclica planare che si lega tra Je coppie di basi del DNA (2 una sostanza intercalante)
{cap. 2, 2.8.3). La concentrazione di hromuro dj etidio, qumdl, aumenta in corrispondenza
delle bande di DNA ¢ queste ultime esposte alla luce ultravioletta, emettono una fluorescenza
arancio-rossa. Una quantita di DNA fino a 10 ng pud essere visualizzata come una banda di
‘1¢m di larghezza. $i noti che un’osservazione prolungata del DNA in luce ultravioletta pud
comportare un danneggiamento del DNA per rottura o dimerizzazione di coppie di basi.
Questo non ha conseguenze se il gel deve essere solo osservato ma, nel caso in cui if DNA deb-
ba essere recuperato (si veda piti avanti), 'osservazione del gel deve ovviamente durare meno
possibile. Quando si usn la luce ultravioletta & necessario proteggersi gli occhi indossando oc-
chiali appositi. Se 'osservazione del gel nellultravialetto sf protrae a lungo, si deve utilizzare
una maschera di plastica che copra tutto il viso, per evitare scottature,
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12.4.2 Gel per il sequenziamento del DNA

Sebbene I'elettroforesi del DNA su gel di agarosio sia una tecnica abituale per i biologi mo-
lecolari, quando si devono determinare le sequenze di DNA occorre utilizzare un tipo diverso
di elettroforesi. Qualunque metodo di sequenziamento del DNA si adottd (cap, 2, 2.14), I'ana-
lisi finale di solit Tonsiste nel Sepirare le molecole di DNA a singolo fllamento di dimensioni
inferiori 4 circa 1000 nt ¢ che differiscono in lunghezza per una sola Bh?é?i{éiﬁégiﬁngere
questo scopo & necessario avere un gel con pari di piccole dimensioni: per questo si usano |
geldi acrilammide al posto di quelli diagarosio. Per esempio, i gel di poliacrilammide al 3.5%
vengono utilizzati per separare il DNA nell'intervallo da 80 a 1000 it € 1 5el al 129 et risol-
vere frammenti compresi tra 20'e 100 nt. Se si analizzano frammenti con lunghezize molto di-
verse ¢ spesso conveniente far correre un gel in gradiente, per esempio dal 3.5'al 7.5%, [ el
per il sequenziamento sono fatti correre in presenza di agenti denaturanti, urea ¢ formasimi-
de. Quando & necessario separare molecole di DNA di dimensioni molto simili, | gel per il se-
quenziamento del DNA tendono 3 essere molto lunghi (100 cp), per massimizzare Ia separa-
zione raggiunta, Un tipico gel per il sequenziamento del DNA viene mositato nella figura
237.7 '

Come & stato descritto In precedenza, Pelettroforesi in agarosio pud essere usata come me-
todo preparativo per il DNA. Le bande di DNA di interesse possono essere tagliate dal gel e il
DNA recuperato a} per elettroeluizione, b) sminuzzando il pezzo di gel ifl timpone, entrifu-
gando ¢ raccogliendo il surnatante, oppure (c) se viene utilizzato agarosio a basso punto di
fusione, sciogliehéo il pezzo di gel e diluendolo con tampone. Tn 6gni ¢aso, if DNA viepe in-

fine recupeérato precipitando il surnatante con etanolo,
e it B o 2D AL A du ot g - ot Do i A v b

12.4.3 Pulsed-field gel electrophoresis

I'metodi per il DNA che utilizzano il gel di agarosio descritti sopra possono frazionare
DNA di 60 kb ¢ meno. L'introduzione della Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) e I'ulte-
riore sviluppo di variant{ della tecnica di base permettono dggi la'séparazione df franimenti
di DNA fino a 2 X 10° kb. Cid consente la separazione di cromosomi interi mediante eletiro-
foresi. 1l metodo di base consiste nell’clettroforesi in agarosio in cui due campl elettrici sono
applicati alternativamente a diversi ‘angoli per periodi di tempo definiti (per csempio 60 s),
L'attivazione del primo campo elettrico provoca uno stiramento nel piano orizzontale delle
molecole avvolte, che iniziano a muoversi attraverso il gel. Linterruzione di questo campo ¢
T'applicazione di un secondo campo inducono la molecola a muoversi in una niova direzio-
ne. Poiché ¢'¢ un comportamento di rilassamento, dipendente da'la lunghezza, quando una
molecola a catena Junga viene sottoposta a cambiamento conformazionale in un campo elet-
trico, pill piccola ¢ Ja molecola, pii velocemente si riallinea con il nuovo campo ed & capace
i contiiiuare’a muoversi attraverso il gel. Le molecole pit: grandi impiegario pit tempo per
riallinearsi. In questo modo, con continue inversioni del campo; [eolecale i piccole'si al-
lontanano da quelle pid grandi e si separano in base alle dimensioni- La figiira 12.18 mostra
la separazione di cromosomi di lievito con dimensioni com prese tra 260 ¢ 850 kb. Non ¢’ bi-
sogno di aggiungere che i principi di progettazione di un sistema PFGE sono molto complessi
e che in anni recenti numerosi sviluppi sullo stesso tema di base hanno dato origine a un'am-
pia gamma di tecniche correlate, Una descrizione dettagliata di queste tecniche esula dallo
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Figura 12.18 Elettroforesi su gel di 1ipo CHEF di cromosomi di lievito (campioni fatti correre nelle 13 corsie
centrali) e di multimeri di batteriofago A {ladder, campioni di riferimento nelle due corsie laterali), Ogni dif-
ferenza di massa dei ladder ¢ di circa 43.5 kb ¢ sono risolte 20 bande fino 2 85¢ kb. Le dimensioni dei cramo-
somi di lievite sono pari a: 260, 290, 370, 460, 580/600, 700, 780, 820 ¢ 850 kb. (Per gentile concessione di
Margit Burmeister, University of Michigan.)

scopo di questo capitolo; i nomi di alcune tra queste tecniche sono comunque sufficienti a in-
dicare i principi su cui si basano, per esempio elettroforesi su gel con variazioni di campo or-
togonali (OFAGE, Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis), elettroforesi su gel con
inversione di campo (FIGE, Field Inversion Gel Electrophoresis), elettroforesi su gel con alter-
nanza di campo trasversale (TAFE, Transverse Alternating Field gel Electraphoresis), Contour-
Clamped Homageneous Electric Field Electrophoresis (CHEF) ed elettroforesi a campo Totante
(RFE, Rotating Field Electraphoresis),

12.4.4 Elettroforesi di RNA

Come quella del DNA, V'elettroforesi del’RNA viene di solito eseguita su gel di agarosio;
anche il principio della separazione, basato sulle dimensioni, & lo stesso. Spesso si sente I'esi-
genza di un metodo veloce per la verifica dell'integritd dell'RNA subito dopo Pestrazione, ma
prima di decidere se processarlo ulteriormente, E possibile fare cid mediante elettroforesi su
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gel di agarosio al 2% in circa un’ora. Gli RNA ribosomali {185 e 285) sono chiaramente ri-
solti & si possono osservare eventuali degradazioni (osservabili come una strisciata) o conta-
minazioni da DNA. Tuttavia, se & richiesta una maggiore risoluzione, un gel di acrilammide
di piccole dimensioni viene utilizzato per esaltare la risoluzione, per esempio per risolvere
'RNA transfer (4S) dall’RNA ribosomale 55, Cid si pud ottenere su un gel di acrilammide
con un gradiente che va dal 2.5% al 5% con una corsa che dura tifia notte: In entrambi i me-
todi viene utilizzato RNA nativo. All'interno della molecola di RNA, esiste quasi sicuramente
qualche struttura secondaria a causa di legami idrogeno intramolecolari (si consideri, per
esempio, la struttura a quadrifoglio del tRNA, cap. 2,2.2). Per questo motivo I'RNA nativo
fatto correre sui gel pud essere colorato e visualizzato con bromuro di etidio. Tuttavia, se
l'obiettivo della ricerca ¢ determinare, mediante lelettroforesi su gel, la dimensione
del’ RNA, allora & necessaria la completa denaturazione dell'RNA, per impedite la formazio-
ne di legami idrogeno all'interno dei polinucleotidi (ma anche tra essi), che possono influen-
rare la mobilita elettroforetica. Esistono tre agenti denaturanti (formaldeide, gliossale e me-
til-mercurio idrossido) compatibili sia con 'RNA, sia con I'agarosio. Si pud incorporare nel
gel di agarosio e nel tampon elettroforetico uno qualsiasi di questi e il campione viene de-
naturato con il calore in prasenza dell'agente denaturante prima dell’elettroforesi. Prima
della denaturazione, ciascuno di questi agenti forma degli addotti con i gruppi aminici della
guahina e dell'uracile, prevenendo quindi il riformarsi di legami idrogeno & temperatura
ambiente durante lelettroforesi. B necessario utilizzare gel denaturanti anche se si vuole fare
un blot di RNA (Northern blot, cap. 3, 3.5.1), per essere sicuri che la sequenza di basi sia 1i-
conosciuta dalla sonda. L' RNA denaturato si colora molto debolmente con bromuro di eti-
dio, per cui, di solito, si usa arancio di acridina per visualizzare I'RNA su gel denaturanti,
Tuttavia, va ricordato che molti ricercatori utilizzano RNA marcato radioattivamente iden-
tificando quindi le bande con I'autoradiografia. Un esempio dell’elettroforesi dell'RNA vie-
ne mostrato nella figura 12.19.

12.5 Elettroforesi capillare

Questa tecnica 2 chiamata con nomi diversi: elettroforesi capillare ad alta risoluzione
(HPCE, High Performance Capillary Electrophoresis), elettroforesi capillare zonale (CZE,
Capillary Zone Electrophoresis), elettroforesi capillare in soluzione libera (FSCE, Free Solution
Capillary Electrophoresis) ed elettroforesi capillare (Capitlary Electrophoresis, CE). Quest'ulti-
mo & il termine pifs diffuso. L'elettroforesi capillare pud essere impiegata per separare un’am-
pia gamma di molecole biologiche, inclusi gli aminoacidi, i peptidi, le proteine, i frammenti
di DNA {per esempio gli oligonucleotidi sintetici) e gli acidi nucleici, come pure qualsiasi
tipo di piccole molecole organiche come farmaci e anche ioni metallici (vedi oltre). 1l me-
todo & stato applicato con successo al problema delle separazioni di molecole chirali (cap. 13,
13.6.5).

Come suggerisce il nome, l'elettroforesi capillare consiste nellelettroforesi di campioni
eseguita in tubi di diametro molto stretto (di solito 50 um di diametro interno e 300 Wm di
diametro esterno). Uno dei vantaggi derivanti dall’'uso di tubi capillari 2 che vengono ridotti
i problemi connessi allo sviluppo di calore. In conseguenza del diametro ridotto del capillare,
il rapporto tra la superficie e il volume & alto, il che esalta la capacith di dissipazione del calore.
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Figura 12.19 Elettroforesi di RNA su gel di agarosio all'1.4%.
Corsia 1: RNA totale da piante di tabaceo denaturato con glios-
sale prima della corsa; corsia 2: stesso campione, ma senza dena-
turazione; le due principali bande con mobilith maggiore sono
gli RNA ribosomali 185 € 255, La banda piii lenta 2 DNA nuclea-
re. Corsie 3 e 4: standard di RNA con (3) e senza (4) il tratta-
niento con gliossale, Le dimensioni dei marker sono: 0.24, 1.4,
2.4, 4.4, 7.5 € 9.5 kb, 5i noti che, per ogni campione, la denatu-
raziohe comporta una minore mobilitd dei frammenti di ogni
campione. (Per gentile concessione di Debbie Cook ¢ Robert
Slater, Diivision of Biosciences, University of Hertfordshire.)

Questo aiuta a eliminare sia le correnti convettive sia 'allargamento delle zone in seguito
alPaumentata diffusione causata dal riscaldamento. Non & quindi necessario includere nel tu-
bo un mezzo stabilizzante e si pud fare 'elettroforesi in fase libera.

) Le considerazioni teoriche sull’elettroforesi capillare danno luogo 2 due importanti equa-
zioni:

= (12.4)

dove  rappresenta il tempao di migrazione del soluto, Lla lunghezza del capillare, i la mobilith
elettroforetica del soluto e Vil voltaggio applicato.
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Lefficienza della separazione, in termini del numero totale di piatti teorici {N), ¢ data da:

=t (125)
dove D rappresenta il coefficiente di diffusione del soluto.

Da queste equazioni emerge, per prima cosa, che la lunghezza della colonna non influisce
sull'etficienza di separazione, ma ha un'influenza importante sul tempo di migrazione, quindi
sul tempo di analisi; in seconde luogo, alte efficienze di separazione sono raggiunte nel moda
migliore attraverse 'uso di voitaggi elevati (1 ¢ D sono parametri relativi al soluto, quindi non
facilmente manipotabili).

Appare allora evidente che la situazione ideale consisie nell’applicare un veltaggio il pit al-
to possibile a un capillare il pit corto possibile. Tuttavia, questy approccio comporta alcune
limitazioni pratiche. Man maro che la lunghezza del capillare viene ridotte, aumenta la quan-
tith di calore che deve essere dissipata, a causa della minore resistenza elettrica offerta dal ca-
pillare, Allo stesso tempo diminuisce I'area superficiale disponibile per la dissipazione del ca-
lore, Quindi, a un certo punte, gli effetti termici diventano significativi, costituendo wn fimite
fisico a quanto pud essere corto il tube utilizzato, Inoltre, pitr & alto il voltaggio applicato,
maggiore sard la corrente, quindi il calore sviluppato. In termini pratici, & necessario un com-
promesso tra il voltaggio usato ¢ la Junghezza del capillare. Comunemente si utilizzano vol-
taggi dai 10 ai 50 kV con capillari dai 50 ai 100 cm,

Nella figura 12.20 ¢ riportato lo schema di un apparata di base per elettroforesi capillare.
Una piccola quantity di soluzione campione (solitamente 5-30 Um?®) viene introdotia
all’estremiti anodica di un capillare in silice fusa contenente un tampone appropriato, $i pub
procedere al caricamento del campione in due modi: applicando un alto voltaggio o un'alta
pressione,

Acguisizions
dei dati
Capiilare .
Rivelalore
Uscita
Entrata dl capilian( =y del capiiare
| =1 Tampone Tampong
-4 glatiroiitico €letirsiitico i

Anode R Serbatoio .. Sarbatoio ™ Catodo

e =}
@ Generatore di

corrente

Figura 12.20 Schema di un tipico apparato per l'elettroforesi capillare,
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1. Iniezione con alto voltaggio, Quando l'alto voltaggio & spento, il serbatoio contenente il
tampone nel quale pesca elettrodo positive viene rimpiazzato da un serbatoio contenente
il campione, Una piccola quantitd di campione (per esempio 5-30 pm? di una soluzione
1 mg cm™} viene introdotta nel capillare applicando brevemente un alio voltaggio. Il ser-
batoio contenente Il campione viene quindi rimosso, sostituendolo con quello del tampe-
ne e si applica nuovamente il voltaggio che fa iniziare Ja separazione.

. Iniezione con pressionie. I capillare viene rimosso dal serbatoio anodico contenente il cam-
pione ¢ inserito attraverso un tappe ad alta tenuta nella seluzione del campione. Un eltro
tubo fornisce la pressione alla soluzione del campione, che spinge il campione a entrare nel
capillare. 1] capillare viene quindi rimosso e riposizionato nel tampone anodico, Si applica
quindi il voltaggio per iniziare l'elettroforesi.

bJ

Un alto voltaggio (fino a 50 kV) viene quindi applicato attraverso il tubo capillare e le
molecole componenti nel campione iniettato iniziano a migrare a diverse velocita lungo il
tubo capillare. La migrazione elettroforetica determina il movimento delle molecele cari-
che in soluzione verso un eletiredo di carica opposta. A causa di questa migrazione 2lettro-
foretica, le molecole positive e negative del campione migrano a velocita diverse. Tuttaviy,
sebbene gli analiti sfano separati mediante la migrazione elettroforelica, essi sono spint
tutti verso il catodo dall’elettroendoosmosi (12.1). Poiché questo flusso & abbastanza forte,
essendo disolito la velocita del flusso eletiroendoosmotico molto pil grande della velocita
elettroforetica degli analiti, tutti gli joni, indipendentemente dal segno della loro carica, ¢
le specie neutre vengono trascinati verso il catodo. Le molecole cariche positivamente rag-
giungono il catodo per prime, in quanto la combinazione delia migrazione elettroforetica
e del flusso elettroendoosmotica ie fa muovere pit velocemente. Quando sono vicine al ca-
todo, le molecole separate devono passare atiraverso una finesira, dove sono rilevate da un
rivelatore all'ultravioletto che trasmette un segnale a un registratore, a un integratore o a
un computer. Una separazione tipica dura da 10 a 30 minuti. Nella figura 12,21 viene pre-
sentato un tipico elettroferogramma.

I metedo in soluzione libera & il pin semplice e il pill largamente utilizzato tra { modi di
condurre Velettroforesi capillare, Tuttavia, anche se |a generazione di gruppi ionizzati suila
parete del capillare & vantaggiosa, in guanto determina l'introduzione di un flusso elettroen-
doosmotico, a valte put anche rappresentare un problema, Per esempio, 'adsorbimento di
proteine sulle pareti del capillare pud avvenire mediante il legame tra i gruppi cationici sulla
superficie della proteina e i silanoli ionizzati. Cid pud portare a uno scodaniento deila protei-
ni man mano che essa passa nel capillare (riconoscibile da un allargamento del picco) o, an-
cora peggio, alla completa perdita della proteina dovuta al totale assorbimento suile pareti.
Alcuni ricercatori usano quindi tubi rivestiti in cul un gruppo neutro di rivestimento viene
utilizzato per bloccare i gruppi del silanolo. Questo naturalmente elimina il flussc elettroen-
doosmotico. Quindi, durante 'elettroforesi in capiliari rivestiti, le specie neutre restano im-
mobili mentre le specie acide migrano all’anodo € quelle basiche al catodo, Dal momento che
la rilevazione avvient di solite a una sola estremita del capillare, solo una classe di specie alla
volta pud essere rivelata in un’analisi con capillare rivestito.

Esiste anche una gamma di variazioni di questa tecnica base. Per esempio, come descritto in
precedenza, nell’elettroforesi capillare le molecole neutre non si separano, ma migrano tutte in
una singola banda, Tuttavia, si pud raggiungere una separazione delle molecole neutre introdu-
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Figura 12.21 Elettroforesi capiliare di cinque peptidi correlati strutturalmente, La lunghezza della colonna
era di 100 cm ¢ il voltaggio di separazione di 50 kV. I peptidi sono stati rilevati in base alla loro assorbanza
nell'ultravioletto a 200 am.

Peptide

1 Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

2 Met-Lys- Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-FPhe-Arg
3 Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

4 Ser-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

5 1le-Ser-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

(Per gentile concessione di Patrick Camilleri ¢ George Okafo, SmithKline Beecham Pharmaceuticals Ltd.)

cendo nel tampone un tensioattivo come 'S5, Al di sopra di una certa concentrazione, alcune
molecole di tensioattivo si agglomerano formando micelle che, sotto 'influenza del campo elet-
trico applicato, migreranno verso l'elettrodo appropriato. I soluti interagiranno e verranno ri-
partiti tra le micelle in movimento. Un soluto che interagisce fortemente raggiungerd il rivela-
tore dopo tno che intergisce in modo pitr debole. Questo metodo 2 noto come elettroforesi
capillare micellare elettrocinetica (MECC, Micellular Electrokinetic Capillary Electrophoresis).
Poiché anche i soluti ionici migreranno sotto 'azione del campo elettrico, la separazione otte-
nuta con Ja MECC & dovuta a una combinazione dell’elettroforesi ¢ della cromatogtafia.

In origine gli sviluppi dell’elettroforesi capillare si erano concentrati sulla separazione dei
peptidi e delle proteine; in anni recenti questa tecnica 2 stata applicata con successo alla sepa-
razione di una gamma di altre molecole bialogiche. Di seguito vengono forniti aleuni esempi.

In passato, 'analisi dei peptidi veniva eseguita di routine utilizzando 'HPLC a fase inversa,
raggiungendo la separazione in base alle differenze di idrofobicita dei vari peptidi. Anche
la separazione dei peptidi mediante elettroforesi capillare & ormai diventata un’analisi di
routine ed 2 particolarmente utile, per esempio, come strumento di controllo della qualita
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(purezza) di peptidi e proteine prodotti con PHPLC preparativa. La figura 12.21 illustra
I'impressionante grado di separazione che si riesce a ottenere per peptidi con strutture ve-
ramente simili. '

Per una grande varieta di applicazioni ¢ necessario usare degli oligodesossitibonucleotidi sin-
tetici con un'elevata purezza; tra questi & incluso I'uso di sonde di ibridizzazione nella dia-
gnostica e negli esperimenti di clonaggio dei geni, I'uso di primer per il sequenziamento
del DNA e nella reazione polimerasica a catena (PCR, Polymerase Chain Reaction), uso
nella mutagenesi sito diretta e I'uso come terapeutico di sequenze antisenso. Per esempio,
I"analisi di un oligonucleutide antisenso 18-mer contenente frammenti contaminanti {da
8-mer a 17-mer) si pud ottenere in soli 5 minuti.

Con l'elettroforesi capillare si possono identificare mutazioni puntiformi nel DNA, come
quelli che si riscontrano in molte patologie umane.

L'elettroforesi capillare pud essere utilizzata per quantificare il DNA, Per esempio, I'analisi CE
dei prodotti PCR dz HIV-1 ha permesso I'identificazione di 260 000-500 000 particelle vi-
rali per centimetro cubo di siera.

1 composti chirali possono essere tisolti usando Pelettroforesi capillare. Molte ricerche sono
state eseguite in soluzione libera usando ciclodestrine come selettori chirali.

Numerose piccole molecole, farmaci e metaboliti possono essere misurati in soluzioni fisio-
logiche come l'urina e il siero, Tra questi sono inclusi aminoacidi {oltre 50 sono stati tro-
vati nell’'urina), nucleotidi, nucleosidi, basi, anioni come cloruro e solfato (NOj3 e NO3
possono essere separati nel plasma umano) e cationi come CaZ* e Fe?,

12.6 Parole chiave

anfoliti elettroforesi a flusso continua isotacoforesi
anticorpo primario elettroforesi bidimensionalesugel  mobilita elettroforetica
anticorpe secondario di poliacritammide proteoma
blotting delle proteine eletroforesi capillare Pulsed-field gel electrophoresis
capillary blotting elettroforesi in condizioni silver stain
catalisi radicalica native sistemni di documentazione
chemioluminescenza intensificata  ¢lettroforesi su gel . su gel
colorazione ad argento {silver di poliacrilammide con sodio stacking gel

sigin) dodecilsolfata (SDS-PAGE) submarine gel
densitometria a scansione fotopolinerizzarione submerged gel
elettroblotting gel di impaccamento tag di sequenza
elettroeluizione gel in gradiente Western blot
elattroendoosmosi isoelettrofocalizzazione zimogramma

12.7 Problemi

DOMANDA i

La tabella seguente 1nostra la distanza percorsa in un gel di poliacrilammide contenente
SDS da una serie di proteine di riferimento di massa molecolare relativa nota (M,). Una pro-
teina X purificata di recente, fatta correre sullo stesso gel, mostra una singola banda che per-
corre una distanza pari a 45 mm. Costruire un grafico di calibrazione del log M, in funzione
della distanza percorsa per ciascuna delle proteine di riferimento, quindi determinare la M,
della proteina X.
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Proteina M, Distanza percorsa (mm)
Transferrina 78000 6,0

Albumina da siero bovine 66 000 12,5

Ovoalbumina (atbumina dell'uovo) 45000 320
Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi 36000 38.0

Anidrasi carbonica 29000 50.0

Tripsinogeno 24000 54.0

Inibitore della tripsina della soia 20100 61.0

B-Lactoglobulina 18 400* 69.0

Mioglobina 17 800 69.0

Lisozima 14300 7%.0

Citocromo ¢ 12400 86.5

¥ Nota: la B-lactoglobulina ha una massa molecolare 36 800, ma & un dimero di dye unita identiche di massa molecolare 18 400,
In condizion] riducenti presenti nel tampone del campione, i porti disolfuzo che collegano le subunita vengona ridutti ¢ ke ca-
tene riche vengono sep sul gel,

RISPOSTA

Dal grafico si dovrebbe riuscire a determinare una massa malecolare relativa per la protei-
na X di circa 31 000, Si noti che questo metodo ha un'accuratezza di + 109, per cui la risposta
¢ 31000 £ 3100.
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CAPITOLO 13

Tecniche cromatografiche

13.1 Introduzione
13.1.1 Coefficients di distribuzione

[l botanica russo Mikhail Tswett & considerato il primo aa aver sviluppato una tecnica
di separazione che adesso riconosciamo come una forma di cromatografia. Net 1903 egli
ottenne con successo la separazione di una miscela di pigmenti delle piante utilizzando
una colonna di carbonato di calcio e, durante questo processo, fu il primo ad accorgersi
che la clorofilla non & un singolo compasto chimico. Le moderne tecniche cromatografi-
che si presentano in forme multiple, la maggioranza deile quali pud essere automatizzata
e ndattata per trattare quantitd molte grandi o molto piccole di sostanze da separare e pu-
rificare.

La base dj tutte le forme di cromatografia & il coefficiente di partizione o distribuzione
(Kg), che descrive il modo in cui un composto si distribuisce tra due fasi immiscibili. Per due
fasi immiscibili A e B, il valore del coefficiente & una costante a una data temperatura ed & dato
dail’espressione:

concentrazione nella fase A, (13.1)
concentrazione nella fase B ¢ '

1l coefficiente effettive di distribuzione viene definito come la quantita totale, distinta dalla
concentrazione, di sostanza presente in una fase divisa per la quantita totale presente nell’al-
tra: & in pratica, il coefficiente di distribuzione moltiplicato per il rapperto dei volumi delle
due fasi presenti. Se il coefficiente di distribuzione di un composto tra due fasiAeB e ) e se
questo composto & distribuito tra 10 cm® di A e 1 cm? di B, la concentrazione nelle due fasi
sara la stessa, ma la quantita totale del composto nella fase A sara 10 volte superiore a quella
nelia fase B,

In generale, tutti i sistermni cromatografici sone costituiti da una fase stazionaria, che pus
essere un solido, un gel, un liquido ¢ una miscela solido/liquida e che & immobilizzata, e una
fase mobile, che pud essere liquida o gassosa e che fluisce sopra o attraverso la fase stazionaria,
La scelta della fase stazionaria e di quella mobile viene eseguita in modo tale che i composti
che devono essere separati abbiano diversi coefficienti di distribuzione. Questo pud essere ot-
tenuto con:

1) un equilibrio di adsorbimento tra una fase stazionaria solida e una fase mobile liquida
{cromatografia di adsorbimento, cromatografia ad interazione idrofobica);




