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PESI MOLECOLARI

‘Uno dei problemi che si presenta sempre quando si
studiano (bio)polimeri e quello della determinazione del
peso molecolare.

| polimeri possono essere monodispersi o polidispersi.

*Monodispersi: tutte le catene hanno lo stesso peso
molecolare (es. proteine).

Polidispersi: le catene hanno una distribuzione di persi
molecolari (es. polisaccaridi). In questo caso i valori che si
danno sono quelli relativi alle medie.



Definizione delle masse molecolari medie, polidispersita
Curve di distribuzione delle masse molecolari
Tecniche per la determinazione delle masse molecolari medie:
» Osmometria
» Viscosimetria
» Diffusione della luce
» Centrifugazione
» Analisi dei gruppi terminali
Frazionamento di polimeri:
» Esclusione sterica (SEC o GPC) (cromatografia)



Funzione di distribuzione e pesi medi
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Esempi di distribuzione
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Curve b) e e) hanno stesso Mn
Curve b) e f) hanno stesso Mw




Metodi per la determinazione dei pesi molecolari

Determinazione dei pesi molecolari fatta con
soluzioni polimeriche diluite

Determinazione pesi molecolari puo essere eseguita con:

e Metodi assoluti: basati sulle proprieta delle soluzioni

*Medodi relativi: relazione tra proprieta misurata e massa molecolari stabilita
attraverso tarature

Metodi assoluti:
Osmometria, diffusione della luce, analisi gruppi terminali, spettrometria di massa

Metodi relativi:

Osmometria a pressione di vapore, viscosimetria, GPC, gel elettroforesi

Il tipo di massa molecolare media ottenuta dipende
dal metodo utilizzato



Intervallo di

Metodo Informazioni applicabilita (g/mol)
Osmometria Mn 50000-alcuni millioni
Osmometria a
. . Mn <30000
tensione di vapore
Analisi gru?pl Mn <15000
terminali
Diffusione della luce Mw 20000-5x10°
Viscosimetria M, 15000-10°
Ultracentrifuga Mw, Mz, MWD 2000-10’
Cromatografia a
permeazione di gel MWD

(GPC)




ELETTROFORESI - principi generali

Una molecola con una carica netta non nulla posta tra due elettrodi di segno opposto migra verso
I'elettrodo con segno opposto alla sua carica netta

d

=

ddp (V)

ddp (V): differenza di potenziale applicata tra gli elettrodi
d: distanza tra gli elettrodi

g: carica della molecola

E (campo elettrico) = V/d

La molecola si muove verso I'elettrodo di segno opposto con una velocita(v) che & proporzionale

all'entita del campo elettrico (V) e della sua carica (g) e inversamente proporzionale all’attrito che
incontra nel muoversi (f — coefficiente d'attrito)

v = Eg/f f=61t m

Applicare una ddp (V) in un mezzo che contiene ioni equivale a generare una corrente (1) che &
inversamente proporzionale alla resistenza (H) del mezzo stesso

V=Rl (legge di Ohm) => | = V/R



Mobilita eletiroforetica

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

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

l_l = £ (p—;f;—sec.v—mn sec -V )

definita come la velocitd, in cm/sec, in un campo elettrico unitario:

o

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

condizioni) dalla struttura intrinseca della molecola (carica, dimensioni, forma, PM)



ELETTROFORESI - principi generali

Per la legge di Joule in un sistema elefirico caratterizzato da una resistenza R e nel quale viene fatta

a) Moti convettivi nel sistema |
b) Aumento diffusione molecole |

c)

W=VI=IR

passare una corrente | si sviluppa sotto forma di calore una potenza che & data da

Cosa provoca il calore in un sistema del genere?

v °q

ddp (V)

Effetto negativo sulla
separazione delle molecole

— Risoluzione -

Strategie

Elettroforesi condotta in un
mezzo che contrasta/minimizza i
moti convettivi e la diffusione
delle molecole
==
ELETTROFORESI su
SUPPORTO SOLIDO

Rimozione estremamente
efficiente del calore attraverso
la riduzione delle dimensioni
del sistema elettroforetico
==
ELETTROFORESI
CAPILLARE
(Free Flow Electrophoresis)




Elettroforesi di biopolimeri




Elettroforesi

r Fattori che influenzano la velocita di
'~ _migrazione

» CAMPIONE (Carica, Dimensioni, Forma)
» TAMPONE (Concentrazione, pH)

» SUPPORTO (Adsorbimento, Filtrazione
molecolare)



Elettroforesi

> SUPPORTI
»Non setaccianti
(Carta), acetato di cellulosa
»Setaccianti
Gel di poliacrilammide (PAGE)
Gel di Agarosio



Gel di Agarosio
HO CH,OH . : :
2 Polimero di D-galattosio
o > e
o) HO o 2 3
5 HO 0 3,6 anidro L-galattosio
’\‘0 —45°C 3_9__‘""9
(32’ ~100°C ~100°C
% Transizione gel-sol tramite
riscaldamento

sl olate el gat sl Dol Snucears Agarosio modificato mediante
aggiunta di gruppi CH, sui
gruppi OH ha temperature di
transizione minori (low melting
agarose)

Transizione di stato
(macroreticolo sulla base di
legami idrogeno)

Reticolo di agarosio polimerizzato
“setaccio molecolare”
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Hiorme

: Miscela
€ 1 _ di macro-
molecole

< |l Gel poroso
| P

—_—
Elettroforesi

le quantita di agarosio e di fampone determinano la porosita del gel, quindi si
stabiliscono in base al peso molecolare della banda



Potere Risolutivo Agarosio

% Agarosio (range in DNA bp)
0.3 60.000 - 5.000
0.6 20.000 - 1.000
0.7 10.000 - 800
0.9 7.000 - 500

1.2 6.000 - 400

1.5 4.000 - 200

2.0 3.000 - 100




Gel di Agarosio — Separazione molecole di DNA

O

Distanza percorsa

Molecole di DMA, essendo costituite da unita
ripetitive recanti ciascuna la stessa carica, hanno
tutte lo stesso rapporto massa/carica.

Se messe in una soluzione e poste sotto I'azione di
un campo  elettrico esse  migrerebbero
sostanzialmente alla stessa velocita,
indipendentemente dalla loro grandezza.

Se la migrazione viene fatta avvenire in un setaccio
molecolare  esse  si separano in base
all’attrito/difficolta che incontrano nel muoversi
lungo la matrice stessa.

Molecole di piccole dimensioni (numero di paia di
basi minori) presenteranno una migrazione
glettroforetica maggiore rispetto a molecole piu
grandi (numero di paia di basi maggiore)

Tipiche condizioni di corsa:

Tampone: TAE o TBE (Tris/Acetato/EDTA o
Tris/Borato/EDTA) — pH circa 8

ddp: circa 5 V/em

% Agarosio: dal 0.5 al 1-2%

Visualizzazione tramite intercalazione di Etidio
Bromuro (fluorescenza su transilluminatore UV)



Elettroforesi su acetato di cellulosa

Campione viene deposto sulla superficie del supporto di
acetato di cellulosa che & imbibito del tampone di corsa e
successivamente viene applicata la ddp. Il pH del tampone

determina la carica delle molecole che si separano
secondo il loro rapporto m/z e 'atirito che incontrano nel

muoversi.
f Striscia di acetato di cellulosa
k
\
\
‘x,x Ddp (V)
Elettroferogramma \
+ | Albumin o |
I
|
Globuline l
Buffer — pH=85 —— Buffer

oy
I | Irl {12 A 2
I || &N '..I'PI'
' BN \
Y

Analisi condotta in circa 15 minuti




i Esempio di un referto riguardante le Sieroproteine

Frazioni % % Normale g/dl
|
Albumina 55,3 52,0-68,0 4,04
Alfal J6  2,0- 50 0,34
alifaz  t (@4,6 ) 6,6-13,5 1,07
Bata 17,7 | 8,5-14,5 1,04 !
Gamma 1.2 |11,u—21,c- 0,82 i
|
Prot, Tot. (g/dl) |( 6,00-8,00) 7,30 |
Rapp. AIG 1,24 |
i Rek

| e
Alcune patologie sono caratterizzate da specifiche o
alterazioni del profilo elettroforetico delle proteine

del siero. Sono in commercio anche kit per la
valutazione di proteine urinarie, lipoproteine,

|
emoglobine, etc. 45

A




supporto ’ supporto
catodo de‘ﬁg della

striscia plastica striscia

45V in CC (5 pile da® W

elettrolita

linea di riferimento catta da filteo

Figura 21 - Sistema sperimentale per elettroforesi su carta.

(+)



ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO

—

Ji scatola eletftroforetica

(=]
tampone
elettroforefico

J gel di agarosio 1.2%




ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO

0.2A

Loading dye aivta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
bromofenolo e che migrano nel gel a velocita diversa.




ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO

0.2A

Lloading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
bromofenoclo e che migrano nel gel a velocita diversa.




ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO

0.2A

Loading dye aiuta il caricamento del campione nel pozzetto del gel. Contiene glicerolo, Blu di
bromofenolo e che migrano nel gel a velocita diversa.




M A B 1y
Posizione dei pozzetti —~C——3 C—— [
Misurare la distanza
23.1 | — di ciascuna banda
. 0.6 | — dal pozzetto
6.6 | — e
44 | —
23| =— T
2.0 e
Conoscendo la distanza di
migrazione di frammenti di ‘
dimensione nota (M) posso 0.56 | :
“interpolare™ la lunghezza
delle molecole Ae B 1.6
1.4-
1.2
A=25kb 1]
o 081,
B=6kb E B
g 061
0.4 4= A
0.2 4
0 -
-0.2
0.8 1 : . . - E— - :
Dai Geni ai Genomi 0 10 20 30 40 50 60 7Q _ _80 S0

-EdliSES- Distanza dal pozzetto




Elettroforesi
> Puo essere:

»Nativa
»Denaturante
Elettroforesi |Elettroforesi
> Nativa | > Denaturante

»A pH leggermente alcalino I’'SDS porta due
cariche negative e quindi rende tutta la
proteina carica negativamente

" L‘—f' =14 _r|soluz|one e_relatlvamente bassa »Il rapporto carica/massa sara uguale tra le
»Discrimina tra proteine con PM uguale ma con diverse proteine

carica differente

»Permette la rapida purificazione e il recupero
di proteine in condizioni native

»Le proteine vengono separate sulla base della
loro carica netta e in base alle dimensioni




Elettroforesi

' »Dato che stiamo cercando di separare
'~ molte proteine differenti con diverse
forme e dimensioni,

»>cio che vogliamo per prima cosa e di
renderle lineari in modo che le proteine
non abbiano piu una struttura
secondaria, terziaria o quaternaria

» Perché non solo la massa ma anche la
forma di un oggetto determinera la
facilita di movimento in un mezzo



SDS

Detergente anionico che si lega
fortemente alle proteine in rapporto di
circa una molecola di SDS per ogni due
residui di aminoacidi

L'SDS e un detergente anionico che puo
dissolvere molecole idrofobiche e possiede

una carica negativa (quella del solfato)

O

[
Na" 0O ﬁ O—(CH,);;CH;

O

le proteine saranno solubilizzate ed inoltre
esse saranno coperte da molte cariche
negative (1,4 g di SDS per 1 g di proteine)




7> Linterazione SDS/proteine:

» provoca la destabilizzazione della struttura
terziaria della proteina denaturandola

»le conferisce una carica netta negativa
rendendo trascurabile |a carica della proteina
nativa

>l risultato e che la proteina assume una
forma linearizzata ed una carica negativa
approssimativamente proporzionale alla sua
massa, in modo che il rapporto carica /massa
sara essenzialmente identico per proteine
diverse




Trattamento con SDS

BEFORE SDS

charged R-groups

hydrophobi . ..
+; H % yeropRobie ares La forma di qualsiasi

AFTER 5DS

proteina e praticamente
quella di un ellissoide
allungato e la carica e
praticamente la stessa:
C o quindi la separazione
) avviene solo in base al

peso molecolare

3 SIS Polvpeptide
.d‘:"’-;-d;

2 =

= e sl molecules




Trattamento del campione Proteico

SDS
— denatura le proteine (stessa forma a “bastoncino™)

— conferisce la stessa densita di carica (negativa)
2-Mercaptoetanolo  HS-CH,CH,OH

— rompe eventuali ponti disolfuro
Temperatura (100 °C)

— accelera la completa denaturazione

Blu d1 Bromotfenolo/glicerolo

— S1 aggiungono un colorante per marcare 1l fronte



Polimerizzazione di un gel di poliacrilamide
(APS + TEMED + Acrilamide + Bis-Acrilamide)

H,C CH
3 5N=CH,=CH,=N{™ '3
a2 27 ek
TETRAMETHYLENEDQIAMINE | (TEMED) SO +
O O O
Il Il i
NH;-O0-S-0-0-S-O-NH, — 2 NH,-0-S-

I I (Dr
o o0 0 '%
Radicale libero

A mmoniopersolfato (APS)

Radicale libero

O O

Il processo di polimerizzazione
dell’acrilammide avviene per catalisi
radicalica ed inizia con I’aggiunta di
ammonio persolfato, (NH,),S,0g (iniziatore)
e della base N,N,N’,N’-tetrametilendiammina
(TEMED, catalizzatore).

Il TEMED decompone lo ione persolfato
dando origine al radicale libero - SO4-, che
innesca la polimerizzazione:

NH,-0-$-Q* CH, = CH-COHN, -+ NH,-0-5-0 CH.CID)

“ ] —
0 0 |

s CONH,

% L, CH,=CH-CONH,

Attenzione:

L'acrilamide e

neurotossica, si accumula e pud CONH, CONH, CONH, CONH, CONM,
venire assorbita attraverso la
pelle: usate i guantill

1 1
SOz + n cnz.\':n —»x-cm‘,-{;n =X~ CHy~ CH= CH = CH-CHy ~CH

Catena di poliacrilamide polimerizzata

Dopo la polimerizzazione, la . :
senza la presenza di un agente reticolante

tossicita puo essere legata ad
eventuali residui non
polimerizzati.




O

O
"’Q-\\;‘ - N o \/\ N
- NH, N - o) ~ N
H H
Acrilamide Metilenbisacrilamide

S0 (persolfato)

1

2504 (radicale solforico che
/ inizia la polimerizzazione)

w

5 < .
o R /\\ ~_ K\ - e
- T

CONH> CONH- CONH> CONH,
o NH
H c/
2
hY
o NH

CONH, CONH,  CONH, CONH»

2

r . A o~
Sne > = o - R
. - -~ - -~

Catena di poliacrilamide polimerizzata in presenzh di un agente
reticolante (“bis-acrilamide™)




TEMED e
HyC™ > N7

CH3

N,N,N' N'-tetramethylethylenediamine

I1 TEMED catalizza la rottura omolitica dell’ APS, producendo cosi
1 radicali necessar1 per la reazione di polimerizzazione radicalica
dell’acrilammuide.

II TEMED va conservato al buio. a RT. e possibilmente. 1n
ambiente anidro. Questo perché il TEMED ¢ i1groscopico ed in
presenza di acqua s1 ossida perdendo le sue proprieta catalitiche. Il
TEMED ossidato s1 riconosce i quanto assume colorazione
giallastra.

Pittogramma di pericolo (regolamento CE 1272/2008)
2

Simboli di rischio chimico

mfiammabile  corrosivo Nocivo T



5,05

Ammonio persolfato |

. 250,

L’APS e una molecola instabile, ed estremamente 1groscopica.
Quando ¢ sciolto 1 acqua s1 scompone spontaneamente, pertanto si
consiglia di preparare la soluzione appena prima dell uso.

Generalmente, s1 prepara una soluzione madre al 10 % e la si
conserva a -20 °C.

APS e TEMED aggiunti in quantita eccessive, oltre ad alterare le
proprieta del gel. possono ossidare le proteine del campione.

Pittegramma di pericole (regolamento CE 1272/2008)

Simboli di rischio chimico

estremamente Comburente Nocive
fossico



‘ Dimensione dei pori del gel

g(acrylamide + bisacrylamide)
100 ml

YT = x 100

g(bisacrylamide)
g(acrylamide + hisacrylamide)

%C= x 100

La dimensione de1 por1 ¢ funzione della quantita totale di monomer:
(% T) present1 nella soluzione e del rapporto tra [’agente cross-lincante
e [’acrilammuide (% C).

Piu spesso la composizione del gel viene data come rapporto in peso
acril:bis-acril (per es. 30:0.8).




Porosita del gel

% T Intervallo di frazionamento
5-12 20.000 — 150.000
10-15 10.000 — 80.000

> 15 < 15.000

Generalmente al crescere di % T la dimensione dei pori decresce perche 1'acrilammide
¢ piu concentrata. mentre al disotto del 3% si1 perde I'effetto setacciante.




T

"~ La poliacrilamide ¢ il polimero piu’ utilizzato per la

elettroforesi di proteine con PM tra 5.000 e 200.000

I suoi vantaggi sono:

- notevole resistenza meccanica sia quando sono
idratati che quando vengono seccati

- completa trasparenza sia nel visibile che nell'UV, la
trasparenza resta anche quando sono seccati

- aderisc_e _bene al vetro evitando che si creino vie
preferenziali

- La sua porosita’ puo’ essere controllata ed e’ tale
che si puo” modulare l'effetto di setaccio molecolare

- E’ utilizzabile per la elettroforesi sia nativa che
denaturante

: il monomero e’ una potente neurotossina




Nella SDS-PAGE si utilizza un gel
discontinuo composto da

» stacking ge/ nel quale vengono formati |
pozzetti in cui vengono depositati i campioni
da analizzare

> running gel (gel di risoluzione) che e la
matrice in grado di separare le singole
macromolecole




> 1l running gel viene fatto polimerizzare fra
due lastre di vetro che sono mantenute
parallele e separate da sottili spaziatori di

plastica. Normalmente |l

spessore di

0.8-1.5 mm

gel ha uno
e |le sue

dimensioni dipendono dalla risoluzione che
si vuole ottenere, di solito 10 x 10 cm

» Sulla superficie del running gel viene
depositata un piccola quantita di acqua o
di butanolo per ottenere una superficie

piatta



| DUE GEL

— Stacking gel
Electrode Load samples hem--}! ° PAA 4%
ot ) | SDs 10%

e Tris-HCI 1.0 M pH 6.8

Running gel

o PAA12%
e SDS 10%
e Tris-HCI 1.5 M pH 8.8




Preparazione del gel di agarosio




> Dopo la rimozione dellacqua o del
butanolo, al di sopra del running gel viene .
colato quello che sara lo stacking gel Elettroforesi

»Prima che il gel polimerizzi si sistema sul verticale
lato superiore del gel un “pettine” di
plastica che a gelificazione ultimata viene
tolto lasciando nel gel i pozzetti di alloggio
per il caricamento dei campioni

Un pettine permette la formazione di pozzetti atti
alla deposizione di molti campioni sullo stesso gel

pozzetti

gel

[ :_.: -‘_’./

campioni
> | migrazione

R |
—— 1

tampone |




Preparazione der campioni

SDS: Denatura le proteine e conferisce la stessa densita di carica
negativa

DTT (ditiotreitolo) e b-Mercaptoetanolo: Rompe eventuali ponti

H

disolfuro HS&%\SH 15~

H OH

Glicerolo: Aumenta la densita der campiomi depositandoli nel
pozzetto

Blu di bromotfenolo: Visualizza 1 campioni e va a costituire 1l fronte
d1 migrazione

Bollitura (100°C per 2-3 minuti): Accelera la completa
denaturazione



Nota Bene:

I1 gel di poliacrilamide ha una capacita limitata e sovraccaricarlo con le proteine

puo dare risultati di precipitazioni ed aggregazione, produzione di striature e
macchie. I risultati migliori si ottengono caricando. per ogni pozzetto. 10 ul di

proteina denaturata concentrata 2 mg /ml.




Colorazione ‘

1. Colorazione di proteine con coloranti che s1 legano con forza
ad esse.

Rosso Ponceau

Blue di Coomassie

Colorazione con Argento

Analisi

Dopo preventivo essiccamento (gel dryer system) le proteine colorate
su gel possono essere analizzate (PM, quantita) tramite densitometria
(scanner, digital camera, densitometro)



|Blue di Coomassie \

Detection limit: 1-5 ug of protein




‘C olorazione con ’argento ‘

Detection limit: 0.1-0.5 pug of protein




‘ Studio dell’tmmagine ottenuta ‘

Standard (low range)

A- Fosforilasi B

B- BSA

C- Ovalbumina

D- Anidrasi carbonica
E- Inibitore della tripsina
F- Lisozima

97.400
66.200
45.000
31.000
21.500
14.400

-

1,2, 3,4, 5, 6 =campioni di albumina




Elettroforesi su piastre di gel in presenza di SDS (SDS-PAGE).

”P-—h-————c————

PR B G e e S e S e e e .
B B e e S e e S e . e -

- s S S - — — — — — —
Blue Coomassie

Argento




Determinazione della massa molecolare

d1 catene polipeptidiche

La massa molecolare relativa (M) di una
proteina puo essere determinata
confrontando la sua mobilita con quella di
una serie di proteine “standard”, delle {’}'-Standard proteici

quali si conosce la massa molecolare In commercio sono disponibili diversi
relativa, separate sullo stesso gel

standard proteici che coprono un'ampia

gamma di pesi molecolari (PM) diversi.
Ve ne sono per tutte le applicazioni: per

SDS-PAGE: determinazione del peso molecolare determinare con la massima

Myosin

B-Galactosidase
Glyeogen phosphorylase b

Bovine serum albumin
Ovalbumin

Carbonic anhydrase

Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

200,000

116,250
97,400

66,200

45,000

31,000

21,500
14,400

S/

approssimazione il peso molecolare, per
verificare l'efficienza di trasferimento su
membrana

Proteina
incognita

)

®

M, Unknown
standards  protein

Mobilita relativa




ELETTROFORESI DI PROTEINE
CRITERI DI SEPARAZIONE

« PAGE “nativa”

« PAGE-SDS

densita di carica (pl),
dimensioni, forma

solo dimensioni

- |[EF

solo in base al punto
Isoelettrico (pl)




FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

Metodica infrodofta nel 1945

4

S NA




FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

pl: valore di pH al quale la carica netta di una proteina e
nulla; sotto I'azione di un campo elettrico non si sposta.

Fra le migliori tecniche separative per proteine / peptidi.

CAMPI DI UTILIZZO
lab. di ricerca,
lab. clinicl,
lab. di medicina legale e genetica umana,
Industrie alimentari ed agricole.
Ricerche di enzimologia, immunologia, citologia e
tassonomia, biochimica delle membrane,
microbiologia, identificazione di proteine plasmatiche



CARATTERISTICHE DELLA IEF

VANTAGGI

- Risoluzione altissima.

- Sensibilita elevata.
* Permette di misurare il pI.

SVANTAGGI

+ Costi elevati (apparecchiatura e materiali).
« Richiede ore di lavoro.
+ Applicabilitd solo a molecole anfotere.



ddp

(Isoelectrofocusing IEF) pI =284 .

pH3 ‘ pH10
pH =74 ‘

pH =284

Una proteina dispersa in un gradiente di pH, si trovera ad avere carica nefta positiva, negativa oppure nulla (se s1
trova gia ad un pH parn al suo pl. Sottoposta all’azione di un campo elettrico opportunamente orientato essa si
muovera, a seconda della carica che reca verso 'elettrodo s1 segno opposto, fino a raggiungere 1l pH pan al suo plL.
In questo punto essa assume carica netta nulla e non & piu sottoposta all’azione del campo eleftrico. Se per una
qualsiasi ragione essa s1 muove a dx o a sx, allontanandosi dalla regione dove pH=pl, essa assume carica e viene
nuovamente focalizzata. == Questo conferisce 1’alta risoluzione che si ha nelle analis1 di 1soelettrofocalizzazione.

E’ doveroso ricordare che piu distante una proteina s1 trova dal suo pI (1n termum di pH) maggiore sara la sua carica
e dunque anche la sua mobilita elettroforetica, mano a mano che essa s1 avvicina al pH pan al suo pI, la sua carica
netta diminuisce e di conseguenza diminuisce anche la sua mobilita elettroforetica => 1l processo di focalizzazione &
un processo che solitamente richiede tempi lunghi, proprio per questo fatto!



Gradiente di pH
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)
Tipico supporto

{15

Tipica strip di un gel di PAA.



< Eccellente risoluzione (Apl < 0,01 unitd di pH),

bande molio nette e sensibilita elevate;
< Largo intervallo di pl;

< Alfo voltaggio (generaimente > 1000 V)




Dopo la corsa le proteine vengono
rivelate per colorazione.

TERMINE DELLA IEF

A) Possono essere trattate subito per la seconda dimensione.

B) Congelamento: lavaggio delle strip H,O (immerse una decina
di volte in un becker contenente H,O), scolate su un pezzo di
carta e messe a congelare (-80 °C) in un contenitore ove
siano appoggiate sul loro supporto di plastica.

(la seconda dimensione puc essere corsa in uh altro momento)

Anche nel caso si possano correre subito, € consigliabile
congelare sempre le strip. Aumenta la riproducibilita del
metodo (IMPORTANTE: STESSE OPERAZIONI PER OGNI
STRIP CHE SI VUOLE CONFRONTARE!)



[.a seconda dimensione

Combina le caratteristiche della IEF, nella quale le proteine sono separate in base
alla loro carica, con quella della SDS-PAGE classica, in cui le proteine sono
separate in base alla loro massa.

Tale combinazione consente di disporre di uno dei metodi analitici piu sofisticati
per la separazione di miscele proteiche complesse.

Dopo I'TEF, il gel viene ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE o 2D

recuperato dal tubo, incubato — ——— pH10
con un tampone contenente SDS
e quindi viene caricato nel gel
contenente SDS.

La separazione avviene quindi in
base alle dimensioni.

1
<
R
0
&
7




ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE o 2D

Accoppiamento di 2 metodi monodimensionali elettroforetici.
Si effettua prima una isoelettrofocalizzazione (IEF), poi una
SDS-PAGE.

1) Permette una risoluzione ancora > sulle proteine di una
miscela complessa.

2) Permette di avere 2 informazioni su migliaia di campioni
proteici (pl e PM).

3) Valutare meglio la purezza di una proteina purificata e
Identificare eventuali contaminanti.

4) Utilizzare la 2D per purificare proteine




2° DIMENSIONE: IEF

Equilibrazione e
trasferimento del gel
per IEF sulla sommita
del gel per I'SDS-PAGE

(2°dimensione)




Elettroforesi 2D




ELETTROFORESI DI PROTEINE ||

Tipi di gel elettroforesi applicabili alle proteine:

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

« Isoelettrofocalizzazione (IEF)

- Elettroforesi bidimensionale (2D PAGE)

Quale tipo di elettroforesi usare?

Dipende tipo di analisi che vogliamo fare.

Identificazione/separazione in base alla dimensione ———> SDS-PAGE
Identificazione /separazione in base alla funzione "> gel nativo
Separazione in base al pl =t IEF

Analisi di una miscela complessa e==2> 2D gel



' »Emissione di calore

» 1| problema della maggior parte dei tipi di
elettroforesi e che la potenza generata nel
mezzo in cui passa la corrente viene dissipata
sotto forma di calore

EFFETTO JOULE

C =i’Rt

C = calore dissipato

I = intensita di corrente
R = resistenza elettrica
t = tempo




» 1| calore puo avere i seguenti effetti negativi:

e aumento della velocita di diffusione dei
campioni e degli ioni del tampone che
determina la formazione di bande meno
definite

e comparsa di correnti convettive, che portano al
mescolamento dei campioni separati

e denaturazione di quei campioni che sono poco |
stabili alle alte temperature




DISPERSIONE NON OMOGENEA DEL CALORE

Lo stesso campione miara diversamente per effetto Joule.



» Il costante sviluppo di calore rimane comunque
un serio problema

» Infatti, il tempo che occorre per eseguire
I'elettroforesi dipende dall'intensita di corrente

» Si devono adottare delle condizioni di
compromesso con l'uso di intensita di corrente
adatte per avere tempi di separazione accettabili

» Si deve utilizzare un buon sistema di
refrigerazione per dissipare il calore prodotto




ELETTROFORESI CAPILLARE
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ELETTROFORESI CAPILLARE

L’elettroforesi capillare (CE) consiste in una famiglia di tecniche di
separazione che utilizzano dei capillari in silice fusa per separare sistemi
complessi di molecole grandi e piccole.

In CE vengono utilizzati alti voltaggi e la separazione € funzione della
carica e delle dimensioni molecolari.

L’elettroforesi capillare permette
di limitare i problemi legati allo
sviluppo di calore

Il calore viene facilmente disperso essendo molto alto il
rapporto tra la superficie e il volume.




L’elettroforesi capillare € una separazione elettroforetica che avviene in un
capillare di diametro variabile tra 25 € 100 pum.

Strumento

« capillare di silice fusa

« serbatoi separati contenenti due elettrodi

- generatore di voltaggio

« sistema di rivelazione

« sistema di acquisizione dei dati (computer)

Sistemi di rivelazione
 detector UV-vis

e detector a fluorescenza
 detector a conducibilita
e detector elettrochimico
« spettrometri di massa
 detector radioattivo



In dipendenza del tipo di capillare e del mezzo solvente,
I’elettroforesi capillare puo articolarsi in piu tipi di tecniche.

Effettuare I'elettroforesi in un capillare di piccolo diametro
permette di utilizzare campi elettrici molto elevati poiché i
capillari dissipano efficacemente il calore prodotto.

Aumentare il campo elettrico significa avere
separazioni molto efficienti e ridurre i tempi di
separazione.




Tipi di molecole separabili con CE

amminoacidi

peptidi

proteine

acidi nucleici

loni inorganici

acidi e basi organiche
intere cellule



In conclusione, la CE presenta:

© alta efficienza di separazione

© piccola quantita di campione (1-10
()

© separazione rapida (da 1 a 45 min)

© selettivita

© automazione

© possibilita di quantificazione

© riproducibilita



RNA

ELETTROFORESI IN CONDIZIONI
DENATURANTI /\

. NB

Gli acidi nucleici a singolo filamento (come I'RNA)
tendono a formare complesse strutture secondarie,
pertanto la loro “corsa eletiroforetica” e fortemente
influenzata dal modo in cui siripiegano.

/\

NB

L'RNA prima di essere separato per elettroforesi deve |
essere prima denaturato, al fine di mantenere le molecole ’
in forma lineare

A u =l _k__mJ4:==’J

calore, formaldeide, formammide, urea

Agenti denaturanti comunemente usati:




Elettroforesi del DNA

VELOCITA’ DI MIGRAZIONE

La velocita migrazione del DNA all'interno di un gel
d’'agarosio € influenzata da numerosi parametri:

1) Dimensioni del DNA:

V =K/ Log,,bp

parametro K varia al variare
della [agarosio] nel gel.



2) Concentrazione di agarosio del gel:

log p =log gy — Kg %T

Mo = mobilita libera del DNA
Kk € il coefficiente di ritardo
Relazione lineare tra il logaritmo

della mobilita elettroforetica (u)
e la concentrazione del gel 94T

=
=
2
—
=

ol

N

| §

Gel Concentration (% 1)




La concentrazione del gel influisce sulla risoluzione e la separazione del
DNA.

Per una elettroforesi su gel di agarosio standard, una concentrazione di:

* 0,8% da una buona separazione e risoluzione di grandi frammenti di DNA
5-10 kb;

* il 2% da una buona risoluzione per i piccoli frammenti 0.2-1 kb.

* |l gel 1% e usato spesso per un elettroforesi standard.

Tamponi (buffers)

In generale, il buffer ideale dovrebbe avere una buona conducibilita e
produrre poco calore, non surriscaldarsi troppo.

| piu usati sono Tris/acetato/EDTA (TAE) e Tris/borato/EDTA (TBE)

HO

OH
>\ Tris(idrossimetil)amminometano
N Cloridrato

HCl non mostra effetti inibitori su enzimi



3) Conformazione del DNA:

DNA superavvolto, lineare e circolare
diversa anche se di dimensione uguale:

- La forma SUPERAVVOLTA corre piu
veloce perché e piu compatta;

- La forma CIRCOLARE corre piu lenta
perche e la piu “ingombrante” e fa piu
fatica a muoversi all'interno dei pori
del gel;

- La forma LINEARE si colloca a meta (la
forma lineare ¢, ad esempio, quella che
si ritrova come prodotto nella PCR).

hanno velocita di migrazione

Superavvolto

Lineare

Circolare

"

TRLTEN

——,




( /

Relaxed circular r’(,xrn‘:_\{ /

(low mobility)

Linearized form

(moderate mobility)

Superhelical form

(high mobility)

La velocita con cui le varie forme si
muovono tuttavia puo cambiare
usando differenti condizioni di
elettroforesi, e la mobilita del DNA
circolare puo essere maggiormente
influenzata rispetto al DNA lineare
dalle dimensione dei pori del gel.

La dimensione di un DNA circolare
plasmidico non  puo  essere
accuratamente quantificata
utilizzando marcatori standard, se
non € stato prima linearizzato con
digestione usando enzimi di
restrizione.



4) Composizione in basi

La velocita di migrazione dipende poco dalla composizione in
basi

S) Voltaggio applicato:
Proporzionalita diretta a bassi voltaggi (5 Vicm)|V = E.q




6) Presenza di bromuro di etidio:

Colorante fluorescente (intercalante) utilizzato per

. - -

Radiazione UV assorbita a A = 254 nm dal DNA
Riemessa a 590 nm (arancione).

Il colorante riduce la velocita di migrazione del DNA
di circa il 19% .
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SIGMA-ALDRICH sigma-aarich.com

SCHEDA DI DATI DI SICUREZZA Ethidium Bromide

secondd il Hegolamenta (CE) Num. 190772006
Versiong 5.2 Data di ravisiona 13.06.2014
Data di stamga 20.10.2015

SEZIONE 1: Identificazione della sostanza o della m e della societa/imp)
14 Identificatori del prodotto Indicazioni di pericalo
Nome del prodotto : idi i H302 Mocivo & ingerit.
Ethidium bromide e Lot e e
Codice del prod . E7837 H341 Sospettato di provocare alterazioni geneliche.
Marca : Bigma Consigli di prudenza
M. INDICE o 612-27B8-00-8 Mon respirare la pohesral | fumi i gasl a nebbial | vaporid gli aemsol
Mum. REAGH : Perquesta sostanza non & disponibile wn numerao di regisirazione in P281 Utilizzare |l dispositive di profezione individuale richiesto.
quanto la sostanza o | sunl usl sono esentati da registrazione, il P84 Utilizzare un apparecchio respiratorio.
tonnellaggio annuale non richlede registrazione oppure |a reglstrazione & P310 Contaitare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un mediga.

prevista ad una scadenza successiva.

Descrizioni supplementari del  messuno{a)

M. CAS T 123%-45-8 i
1.2  Usi pertinenti identificati della sostanza iscela e usi igliati
= " i om ¢ scon'g Altri pericoli - nessunoia)
Usi identificati o Chenici di laboraiorio, Produzione di sostanze chimiche
1.3  Informazioni sul fornitore della scheda di dati di sicurezza
Sociela : Sigma-Aldrich Sl
Via Gallarate 154
120151 MILANG
Telefono T 43802-3341-7310
Fax ¢ +3902-3801-0737
Indiizzo e-mail ¢ eurechaervig@sial com
1.4  Numers telefonico di emergenza
Telefono per le © 438 02-6610-1029 (Centra Anfivelzni Niguarda
emergenze Ca' Granda - Milana) SEZIONE &: Misure in caso di rilascio accidentale
SEZIONE : Identificazione dei pericoll 6.1 Precauzioni personali, dispositiv di protezione @ procedure in caso di emergenza
Usare una protezions respiratora, Evitare ka formazions di polvere. Evitare di respirare
21 Classificaziono dolla sostanza o dolla miscela vaporinebbialgas. Prevedere una ventilazione adeguata. Evacuare il personale in aree di sicurezza.
Classificazione secondo il Regolamento (CE) n. 1272/2008 Mon inalare polvere. o
Tossicita acuta, Orale (Categoria 4), H302 Veders Sezione 8 per i dispositivi di protezions individuale.
Tossicita acuta, Inalazione (Categoria 2), H330 62 Precauzioni ambientali
Mutagenicita delle cellule garminali (Categaria 2), H341 Evitare sversamenti o perdite supplementari, s= questo pud essere fatto senza pericolo. Non lasciar
Per il testo complels dells indicazioni di pericolo [H) citate in questa sezione, riferrsi alla sezione 16, peneirare il prodotto negl scanichi.
Classificazione secondo le Direttive EU 87/548/CEE o 1898/45/CE 6.3 Metadi e materiali per il contenimento e per la banifica
RBES Ritirare & provvedere allo smaltimento senza creare polvere. Spazzare e spalare. Consenvare in
T+ Molio tossico B25 contenitori adathi & chiusi per lo smalimeanta.
*n Nocivo Rz €4 Riferimenti ad altre sezioni
Per il testo completo delle frasi R citate in questa sezione, riferirsi alla sezione 16. Fer lo smalimenio riferirsi alla sezione 13.
22  Elementi delletichetta
Etichettatura secondo il Regolamento (CE) n. 1272/2008
Pitlogramma

Ayvertenza Pericolo



GelRed™ &

Safe and sensitive nucleic acid gel stains

alRed™ and GelGreen™ are naxt-generation fiuorescant nudsic ack gal stains

designad to replace the highlly taxic ethidium bromide (EtBr). Developed by

scientists at Biotium, GalRed™ and GelGreen™ are supesior to EtSr and other
EtBr altamatives by having a combination of low toxicity, high sensitivity and excaptional
stabdity.

EfSr has been the predominant dye used for nucleic acid gel staining for decades
because of its low price and generally sufficent sensitivity. However, EtBr is a highly
mutagenic chamical. The safety hazard and costs associated with decontamination and
waste disposal can ulimatsly make the dye expensive and inconveniant fo use. For this
reason, atemative gel stains, such as SYBR® dyes, have become commercially available
in recent years. While these altemative dyes have reducad mutageniaty, ey sacrifice
sensitivity and stabiity. For example, SYBR® Safe has very limited sensitivity while
SYER® Green and SYBR® Gold are much less stable than EtBr SYBRE dyes also enter
calis rapidly to stain mitochondna and nuclear DNA, making it more likely for the dyes to
be harmiul fo cells. Indeed, SYBR® Green | has been shown to strongly potentiate DNA
mutation caused by UV light and other mutagens (Ohta, et al. Mut. Res 492, 81 (2001)).

Safer options for gel staining

To make safer gel stains, scentists at Biotium used a novel yet very simple
concept: reducing genoloxicity by preveniing the dyes from entering fving cells. We
believe that the mutagenicty of a DNA-binding dye can greadly reduced by denying it
access to genomic DNA in ving cells. Thus, we engineered the chemical structures of
GelRed™ and GelGreen™ such that the dyes are incapable of crossing cell membranes.
Ames tests have confrmed that GelRed™ and GelGreen™ are nonmutagenic at
concentrations well above the concentrations used for gel staining. This is in contrast
1o SYBR® Safe, which reportedly could not be tested for mutagenicity at its working
concentration due %o excassive taxicity (see the GelRed and GelGrean Safiety Report
at www.biotium.com for details). Furthermore, environmental safety tests showed that
GelRad™ and GelGreen™ are non-taxic o aquatic life. Because of this, GelRed™ and
GelGreen™ are dassified as non-hazardous waste, and can be disposed as regular trash
or down the drain. For more information, please download the GelRed ™/GelGraen™
Safety Report at www.biotium.com.

EtBr GelRed™ SYBR® Safe GelGreen™

Fgure 1. GaRad™ mnd GalilGreen ™ are more sensilive than Eifr snd SYBRD Sale.

SYBR® Safe GelRed™ GelGreen™

Figure 2. GelRed™ and GaiGreen ™ gd stsins are safer bacause they cannol penetrate cel
membranss io bind DNAIn Bving calls. Hel s cells were incubaled & 37°C with 1X SYBRS Sale,
GelGreen™ or GalRed™, respacively. Images were tskan folowing incubation with dye for 30
min using FITC fiter sed for SYBR® Sefe and GeGreen™, and CyB0 fller set for GelRed ™.
SYER® Sale rapidly entered calis and stainad nuds. GalRed™ and GelGreen™ were unsbile

10 cross call memibvanes, demonsirated by the sbsence of Sugrespence stsning. Staining

was observed in dead cells present sporadically in he cullures, as is obsarved with ather non-
membrans permeatie nudsic add dyes (not shown). The presence of callin the imaging feld was
confirmed by phase conkast microscopy (nof shown).

FEATURES

Safer than EtBr
Shown by Ames test and other tests to be
nonmutagenic and noncytotoxic.

Easy disposal
Passed environmental safety tests for direct
disposal down the drain or in regular trash.

Ultra-sensitive
More sensitive than EtBr and SYBR® Safe.

Extremely stable
Stable in solution at room temperature.

Simple to use
For precast or post-electrophoresis gel staining.

Compatible with standard instruments
GelRed™ replaces EtBr; GelGreen™ replaces SYBR®

dyes.

Compatible with downstream applications
Use your regular gel extraction kit to remove dyes
from DNA for cloning or sequencing.




/) Composizione e forza ionica del buffer:

Forza ionica molto ridotta — conduttivita elettrica
bassa — migrazione lenta

Forza ionica elevata — conduttivita alta — si genera
una gran quantita di calore che pud sciogliere il gel e
denaturare il DNA.

| piu usati sono Tris/acetato/EDTA (TAE) e
Tris/borato/EDTA (TBE)



Quantificazione di DNA usando gel di Agarosio

Un marcatore DNA é caricato vicino ai campioni nel gel per misurare
la lunghezza kb (lunghezza) e ngr (peso) dei frammenti di DNA

Band Size ng/Band I I I i
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Quantificazione di DNA usando gel di Agarosio
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Le molecole di DNA piu piccole molecole viaggiano pitl velocemente rispetto a molecole piti grandi in gel, e si muovono ad un tasso che &
inversamente proporzionale al log10 del numero di paia di basi (bp). Molecole pil grandi vengono risolte meglio utilizzando gel a bassa
concentrazione, mentre le molecole pil piccole sono separate meglio in gel ad alta concentrazione.



Quantificazione di DNA usando gel di Agarosio

Molecular Size as a Function of Migration Distance
(Cne Kilcbase Ladder & Hind |1l Digest Lamda DNA)
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VISUALIZZAZIONE DEL DNA
SIA SU AGAROSO, SIA SU PAA

TRANSILLUMINATORE CLASSICO

Schermo
trasparente
agli UV




VISUALIZZAZIONE DEL DNA

7’- TRANSILLUMINATORI MODERNI

Puo esser provvisto di sistema
per la rilevazione e fotografia

delle bande.







