ISOELETTROFOCALIZZAZIONE

SESSSKSSQP LASKQEKDGT EKRGRGRPRK QPPVSPGTAL VGSQKEPSEV PTPKRPRGRP
KGSKNKGAAK TRKTTTTPGR KPRGRPKKLE KEEEEGISQE SSEEEQ

Number of amino acids: 106

Molecular weight: 11544.8 1 Nterm + 11 R T 1 D + 14 E + 16 K + 1 Cterm

Theoretical pl: 10.31
Amino acid composition:

Ala(A) 4 3.8%
Arg(R) 11 10.4%
Asn (N) 1 0.9% .
Asp(D) 1 0.9% algor1tm0
Cys(C) 0 0.0%
Gn(Q) 6  5.7%
Glu(E) 14  13.2%
Gly(G) 11 10.4%
His(H) 0  0.0%
lle (1) 1 0.9%
Leu(L) 3  2.8%
Lys(K) 16  15.1%
Met(M) 0 0.0%

P 0 00% pl: pH al quale la carica netta della proteina = 0
10 3% . . .

S ® 14 12% Se sottoposta all’azione di un campo elettrico
Tp(W) 0 0.0% non si Muove

Tyr(Y) 0 0.0%

Val (V) 3 2.8% Focalizzazione - CONCENTRAZIONE



ISOELETTROFOCALIZZAZIONE

Table of pK, and pl values

*The pK, values and the isoelectronic point, pl, are given below for the 20 a-amino
acids.

*pKa,= a-carboxyl group, pK,, = a-ammonium ion, and pK,, = side chain group.

Amino acid  pKa, pKa, pKa, pl

Glycine 2.34 9.60 - 5.97

Alanine 2.34 9.69 --- 6.00

Valine 2.32 9.62 --- 5.96

Leucine 2.36 9.60 5.98

Isoleucine 2.36 9.60 6.02

Methionine 2.28 9.21 --- 5.74 - c

Proline 1.99 10.60 - 6.30 pl dl A protelna:
Phenylalanine 1.83 9.13 - 5.48

Tryptophan  2.83 9.39 5.89 Residui D, E, K, R, H
Asparagine  2.02 8.80 5.41

Glutamine  2.17 9.13 5.65 + N-term + C-term
Serine 2.21 9.15 - 5.68

Threonine 2.09 9.10 - 5.60 + PTMs

Tyrosine 2.20 9.11 - 5.66

Cysteine 1.96 8.18 5.07

Aspartic acid 1.88 9.60 3.65 2.77 NB: ci sono dei residui che possono essere
Glutamic acid 2.19 9.67 L 3.22 Eggic;?:l anche se non sono propriamente acidi o
Lysine 2.18 8.95 10.53 9.74 Cysteine: gruppo SH => S- (pKa 8.5)
Arginine 217 9.04 12.48 10.76 Serine, Threonine, Tyrosine: gruppo OH => O"
Histidine 1.8 9.17 =i 759 (pKa 13, 13, 10.5 - rispettivamente)




ISOELETTROFOCALIZZAZIONE
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ISOELETTROFOCALIZZAZIONE

ddp

Una proteina dispersa in un gradiente di pH, si trovera ad avere carica netta positiva, negativa oppure nulla (se si
trova gia ad un pH pari al suo pl. Sottoposta all’azione di un campo elettrico opportunamente orientato essa si
muovera, a seconda della carica che reca verso I’elettrodo si segno opposto, fino a raggiungere il pH pari al suo pl.
In questo punto essa assume carica netta nulla e non € piu sottoposta all’azione del campo elettrico. Se per una
qualsiasi ragione essa si 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 analisi di isoelettrofocalizzazione.

E’ doveroso ricordare che piu distante una proteina si trova dal suo pl (in termini di pH) maggiore sara la sua carica
e dunque anche la sua mobilita elettroforetica, mano a mano che essa si avvicina al pH pari al suo pl, la sua carica
netta diminuisce e di conseguenza diminuisce anche la sua mobilita elettroforetica => il processo di focalizzazione ¢
un processo che solitamente richiede tempi lunghi, proprio per questo fatto!




Isoelettrofocalizzazione: preparazione del campione

Tampone di lisi convenzionale:
9 M Urea, 4% CHAPS, 1% DTT, 0.8 % anfoliti carrier, 0,002% blu di bromofenolo

NB: Questo € solo un esempio dei tanti tamponi che possono essere utilizzati per I’estrazione

UREA:

e un agente caotropo (denaturante) ed € in grado di mantenere in soluzione proteine
idrofobiche

[in particolari casi si puo usare, in combinazione con "'UREA, la TIOUREA, che € un
agente caotropo piu forte dellUREA ed e in grado di solubilizzare meglio proteine
idrofobiche (7M UREA- 2M TIOUREA)].

Denaturazione => portare ogni singola proteina ad avere una sola ed unica
conformazione. (questo poiche proteine con conformazioni differenti hanno migrazioni
differenti).

L’azione denaturante aiuta ad inbire eventuali attivita enzimatiche presenti in

soluzione.
ATTENZIONE:

HN-C-NH, == NH,» HCNO === NH. + NCO' La carbamilazione delle proteine che avviene in presenza di
st o o e - urea e con una temperatura sopra i 40 °C (circa) porta alla
modificazione delle ammine primarie con conseguente

(0]

(o)

HNCO + HN-® HN-C-NH-® perdita della possibilita per questi gruppi di assumere una
Fhaitin ok pieed G iy g ouse carica positiva =>si ha una alterazione del pl delle proteina
5 i cui residui aminoacidici hanno subito tale modificazione!
HNCO + H-S-® HN-CS-® A 4°C una soluzione contenente 9M Urea precipita, anche
fopmaiipic i ok in questo caso la temperatura deve essere controllata. Non

Figure 1. Cyanate formation and carbamylation.

e possibile conservarla in ghiaccio



Isoelettrofocalizzazione: preparazione del campione

CHAPS:
Detergente zwitterionico utilizzato per

aumentare la solubilita delle proteine

idrofobiche. In genere vengono utilizzati detergenti non carichi (NP-40, Triton X100,

etc) o zwitterionici (CHAPS, etc).

Anche i detergenti concorrono nella denaturazione delle proteine e nell’inibizione di

attivita enzimatiche presenti nel campione.

Ty
Y HOOCHHOH  X=9-10, Triton X-100
NP4
Maltose-O-(CH,) -CH, dodecyl maltosie

Zwitterionic surfactants

I
CH,‘(CHZ)XCH
3 B 6

CH,

Zwittergent

CHAPS

Figure 2. Nonionic and zwitterionic detergents.

Flashback - metodi per il condizionamento del campione

A volte ci si pud trovare nelle condizioni di avere il
proprio campione “contaminato” dal detergente anionico
SDS (proteine estratte con SDS lysis buffer). L’SDS
essendo una molecola carica negativamente e legandosi
lo stesso alle proteine (forma delle micelle detergente-
proteine) non consente una corretta focalizzazione.

L’SDS risulta compatibile con una isoelettrofocalizzazione
qualora esso sia presente nel lisato finale ad una
concentrazione minore dello 0,25% e si trovi in rapporto
1/8 (o ancora minore) con detergenti nonionici o
zwitterionici. Oppure si puo ricorrere alla precipitazione o
alla ultrafiltrazione (i.e FASP senza la digestione
enzimatica)

Detergenti come NP-40 e Triton X100 sono non ionici e
risultano essere abbastanza blandi => attenzione alle
attivita enzimantiche che vengono mantenute (proteasi
attive)



Isoelettrofocalizzazione: preparazione del campione

1) DTT - DiTioTreitolo (in alternativa il DTE - DiTioEritritolo)
Agente riducente. Necessario per rompere i ponti disolfuro S-S e mantenere in forma ridotta le
proteina.

A pH >8 il gruppo sulfidrilico del DTT diventa ionizzato e migra per cio verso I’'anodo. Questo fatto porta ad una
perdita di DTT nelle regioni a pH >8 con conseguente perdita delle caratteristiche riducenti dell’'ambiente => Le
proteine si ossidano in modo casuale (formazione di ponti acquisiscono carica e si spostano dal loro punto
isoelettrico (fenomeno delle strisciate di proteine a pH >8 - Streaking). L’altro agente utilizzato fino ad una decina
di anni fa era il beta-mercaptoetanolo che ora non & piu utilizzato poiché e stato sostituito dai due piu’ potenti
agenti riducenti DTT e DTE. NB: per agire il DTT deve essere nella forma ionizzata, pK,, e pK, sono 9.2 e 10.1 e
questo ne limita il suo utilizzo...solo una piccola frazione e ionizzato a pH 7 o piu basso. (NB: una strategia & quella
di aumentare la sua concentrazione). In generale quindi il DTT non € un buon reagente riducente per lavorare in
IEF.

Altre due strategie per evitare la formazione di ponti disolfuro sono:
2) Ridurre ed alchilare (con iodoacetamide — IAA) la proteina prima della IEF.

3) Ossidare i gruppi tiolici delle proteine a disulfidi misti => convertire tutti i gruppi tiolici in una
forma ossidata ma stabile (HED —Hydroxyethyldisulphide — DeStreak)

1 2 3
DTT IODOACETAMIDE DeStreak
o Sage ~SH ~SH CH, CH,
S/S HS Hz(’; H2(’: Prot-S~ + HO-CH,-CH5-S-S-CHy-CH,-OH <=
s o L l Prot-S-S-CH,-CHy-OH + HO-CH,-CH,-S™
HOw- S S
HOw- +1OH Ho’Cé !
"OH SH H,C CHy
SH N AR



Isoelettrofocalizzazione: preparazione del campione

ANFOLITI CARRIER:

Sono molecole che erano (ma in alcuni casi lo sono anche ora) utilizzate per creare gradienti di pH.
Caratteristiche:

a) piccole molecole organiche polimeriche

b) altamente solubili

c) anfoteriche (presenza contemporanea di gruppi basici e acidici => hanno un pl determinato da
questi gruppi)

d) alto potere tamponante al loro pl.

Sfruttate nel lysis buffer e durante la corsa per:
a) aumentare la solubilita delle proteine
b) prevenire interazioni proteine-gel

A seconda dell’intervallo di pH scelto per I'analisi di isolettrofocusing vengono selezionate miscele di
anfoliti su misura (IPG buffer - immobilzed pH gradient buffer).

| |
v+ CHy—NZ= CH— CHz— CH—N
B B B A B CH> H

HsC CHs A: gruppo acidico (I;H‘
B: gruppo basico @hlm'

/ CH,— CH,—CH—CO00P



Isoelettrofocalizzazione: preparazione del campione

Table 2. Protease inhibitors and their targets

Protease inhibitor Target Recommended
working
concentration

APMSF Plasma serine 10-20 pm

proteases

Aprotinin Serine proteases 0.01-0.3 pm

Bestatin Aminopeptidases 40 pg/mL

Dichloroisocoumarin Serine proteases 1-43 pg/mL

Disodium EDTA Metalloproteases 100 pm

E-64 Thiol proteases 1.4-2.8 pm

Leupeptin Serine and thiol 1pMm

proteases
Pepstatin Acidic proteases 1 pm
PMSF Serine proteases 100-1000 pum
Phosphoramidon Thermolysin 7-569 pm
Collagenase
Metalloendoproteases

TLCK.HCI Trypsin 37-50 pg/mL
Thiol proteases

TPCK Chymotrypsin 70~100 pg/mL

Thiol proteases

Inibitori di Proteasi:

Anche se le condizioni utilizzate per la
preparazione del campione sono denaturanti,
alcuni enzimi proteolitici riescono a rimanere
attivi.

Ne consegue una degradazione proteica
durante le fasi che precedono la corsa
elettroforetica.

A tale scopo e utile includere nel tampone di
estrazione / preparazione del campione degli
inibitori di proteasi.

Solitamente questi inibitori vengono venduti
sotto forma di cocktails pronti all’uso.

Puo essere utilizzato anche Tris Base fino a 40
mM => rende alcalino I'ambiente e
neutralizza una serie di proteasi attive in
ambiente acido.

... @ inibitori di altri enzimi:
Fosfatasi: sodio ortovanadato
Deacetilasi: sodio butirrato



Isoelettrofocalizzazione: generazione del gradiente di pH

Generati da anfoliti
~CH,—N—(CH,),~N—-CH,—
| |

(CH,),
o
NR,

(C*"lz)x
COOH
R = H or -(CH,),~COOH, x =2 or 3

Composti contenenti un numero variabile di gruppi
amminici e carbossilici. Ciascuna molecola ha un suo pl e
dove sottoposte all’azione di un campo elettrico migrano a
seconda della propria carica netta. [soluzione acida
all’anodo (+) e basica al catodo (-)]

Hanno la caratteristica di avere un’alta capacita tamponante
al loro pl.

SVANTAGGI

Il gradiente non ¢ stabile nel tempo (spostamento) e la
forma del gradiente ¢ influenzabile dalle molecole che
vengono analizzate.

s. Acida
pH 4

s. Basica
pH 10

Posizione delle bande varia a
seconda del tempo di focalizzazione.
Fenomeno dell’elettroendosmosi

—

Acidic groups

Immobilizzati

CH, = CH-C-NH{R)
I
0

@ weakly acidic or basic buffering group

Questi derivati dell’acrilammide sono noti come
Immobilines. 1 gruppi R possono essere gruppi carbossilici
o amminici (pK, da 0.8 a4.6 /pKada6.2a12).

Questi derivati sono fatti co-polimerizzare assieme alla
soluzione di bis-acr. e acr. Essi sono quindi immobilizzati
nel reticolo del gel. Il gradiente si forma perché il loro
inserimento ¢ fatto in modo da avere piu gruppi basici ad
un’estremita e piu gruppi acidi all’altra estremita, in modo
variabile a creare un vero e proprio gradiente.

Basic groups

pH gradient




Isoelettrofocalizzazione: reidratazione dei gel

Rehydration loadinD

al Cup Ioadmg

W”“"

> 6 hours
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Rehydration loading

Il campione si trova in lysis buffer e viene diluito in rehydration buffer
(calcolo di ug da utilizzare nella IEF - tutti i campioni devono essere
normalizzati: stessa quantita di campione e stesse proporzione lysis
buffer/rehydration buffer nel caso questi due fossero diversi). Il campione
cosi preparato viene lasciato lh ad equilibrare. Il campione viene
applicato nello strip holder (contenitore delle stesse dimensioni della strip
- minimizzare volumi - volumi predeterminati). Il gel viene applicato a
testa in giu in modo che si stabilisca un contatto con gli elettrodi. Il gel
viene lasciato in queste condizioni per 12 h con applicata una ddp di 50 V.
Dal momento che il gel era secco, esso si rigonfia alle sue dimensioni
originarie e nello stesso tempo le proteine, presenti in soluzione, vengono
“aspirate” assieme al liquido. Il voltaggio favorisce 1’entrata delle proteine
ed il gel ha delle maglie (C e T) tali da consentire una loro agevole
entrata. La corsa pud avvenire sia a testa in giu nello stesso strip holder
che a testa in su in uno strip holder apposito. Il gel viene coperto con un
apposito olio (cover fluid) per fare in modo che durante la corsa il
campione non evapori.

Cup loading

Il gel viene reidratato seguendo una procedura analoga a
quella utilizzata per il caricamento a reidratazione
(rehydration loading) con la sola differenza che non c’¢
campione proteico durante tale fase. Al termine della
reidratazione, il gel viene collocato capovolto (gel verso
I’alto) in un’apposita vaschetta. Sul gel, in una determinata
posizione (a seconda che sia un caricamento anodico o
catodico) viene collocata un apposito applicatore dentro il
quale viene caricato il campione. La corsa di
isoelettrofocalizzazione in questo caso viene effettuata
sempre a testa in suL.



Isoelettrofocalizzazione: alcuni esempi

Corretta Focalizzazione (visualizzazione dopo analisi 2D)

- 5"0

Proteine che hanno
stesso PM 4 : ' et

Proteine che hanno stesso pl

In questa immagine risulta evidente come la combinazione di due strategie separative “ortogonali” porta ad
ottenere una separazione di proteine che altrimenti non sarebbero risolte usando solo una delle due metodiche.

NB: limiti nella IEF:
a) Proteine ad alto peso molecolare non entrano efficientemente nella strip di IEF e come si vede la parte alta

del gel & praticamente vuota! (sopra i 100 kDa si inizia ad avere problemi);
b) La scelta dell’intervallo del gradiente limita le proteine che andremo a visualizzare.



SDS PAGE - analisi singola o in combinazione con IEF (2D-PAGE)

Separazione elettroforetica che discrimina le varie proteine in base al loro PESO MOLECOLARE
NB: Sempre meglio parlare di peso molecolare apparente in SDS PAGE

Single subunit

with intrin

Heathed with SDS and DTT f

Denatured protein with uniform negative charge

Sample

YA

@’“‘D

fi ldg pr Protein wi ll wo subunits, B and C,

sic charee @ joined by a disulfide bond

- =y -
ns - - 7

Sodio dodecilsolfato (SDS)

Coda idrofobica (legame alle proteine)

L’SDS si lega alle proteine mediante la sua porzione
idrofobica e rompe sia le strutture secondaria che
terziarie (non 1 legami disolfuro). Ogni molecola di SDS
possiede una carica negativa e su ogni mg di proteina si
legano circa 1,4 mg di SDS [equivale a dire che c’¢ una
molecola di SDS circa ogni 2 aa]. L’elevata carica
negativa (la forza di repulsione che le cariche negative
esercitano fra di loro) conferita alla catena polipeptidica
la rende praticamente lineare. L’elevata carica negativa
conferita dall’SDS rende trascurabile la carica propria
della proteina. Dato che I’SDS si lega con la stessa
stechiometria a tutte le proteine il rapporto massa/carica ¢
uguale per tutte le proteine. Questo fa si che sia
esclusivamente 1’ingombro sterico ad influenzare la
migrazione (mobilita elettroforetica) in una matrice a
porosita controllata (gel di poliacrilammide) con
applicata una differenza di potenziale.

Perché allora peso molecolare apparente in SDS
PAGE?

Perch¢ non sempre tutto quello che viene assunto in
teoria si verifica nella realta:

a) Proteine con composizione aa particolare possono
avere una stechiometria di legame al SDS diversa;

b) La loro carica puo non essere trascurabile.



Relazione lineare tra M e mobilita elettroforetica in una SDS-PAGE

Costanti empiriche determinate da T e C, temperatura
e dalle condizioni sperimentali (tamponi, corrente, etc.)

u'=A-BlogM

Mobilita elettroforetica Peso molecolare 1
logM
"] T.% 5 10 15
~ M (x1079) 18-330 10-110 10-60
4.5
e
“ Fig. 18. Linear plot of logarithm molecular mass
4.0 | (log M) versus relative electrophoretic mobility (R9

I .
0 02 Ol.l. 06 08 10 of proteins upon PAGE

Al posto di u si usa R, (mobilita elettroforetica relativa), espressa come rapporto tra la distanza percorsa dalla molecola
della quale s1 vuole calcolare R; ¢ la distanza percorsa dalla molecola piu veloce che si ¢ analizzata nel gel (di solito €
il BBF o una molecola proteica a basso peso molecolare, la piu veloce della corsa elettroforetica, che puo essere il
tracciante oppure il riferimento di peso molecolare piu piccolo) [i.e. d /dyge]. Separando molecole proteiche a peso
molecolare noto si pud costruire una curva di calibrazione. Questa consente, per una proteina incognita corsa sul
medesimo gel, di ricavare la sua R e quindi di risalire al suo PM.



Relazione lineare tra M e mobilita elettroforetica in una SDS-PAGE

T=5% T=10%
M ay Trasf -
Ty e Al e
Myo ’ - -
y e Alb i | ;
CytC
Cyt C
y : Esempio nel quale non si verifica la
log M log M linearita tra M e Rf.
5.0 4 Con un gel T=5% le maglie risultano

essere troppo lasse per distinguere due
proteine con peso molecolare di 12 kDa
e 16 kDa (Cyt e Myo, rispettivamente).
Con un gel T=10% si ripristina la

4.5+ linearita tra Rf e logM.
Fig. 20a, b. The graphs of log M
4.0 T 1 versus Rf plotted on the basis of
05 10 data given in Fig. 19 (Fehrnstrom
a Rt and Moberg 1977)

Myo e Cyf C: stessa Rf ma diverso logM



Opzioni a disposizione per ottimizzare la separazione in SDS-PAGE (sia in 2D che 1D SDS-PAGE)

Cosa si vuole visualizzare tramite la separazione in SDS-PAGE?

Come nella IEF (dove si sono fatte delle scelte relative alle dimensioni delle strip e all’intervallo di pH preso in
considerazione), anche per quel che concerne la SDS-PAGE ¢ possibile ottimizzare il processo separativo in funzione
di quello che si vuole visualizzare:

a) Gel omogeneo (C e T fissi) vs Gel in gradiente (T variabile)

I gel in gradiente offrono una risoluzione maggiore su di un intervallo di M (peso molecolare) maggiore. Per questi
gel pero non vale la linearita per quel che concerne LogMW e Rf.. Questo tipo di gel perd sono piu difficili da
generare ed in genere difficili da riprodurre (alta variabilita gel-gel). Solitamente vengono acquistati € non preparati
“in casa” come perigela Ce T fissi.

b) Ottimizzare T (e C)
In funzione dei pesi molecolari che si vogliono maggiormente risolti possono essere scelti degli opportuni valori di T
(e C) che meglio si prestano a risolvere le proteine in quello specifico intervallo.

c) Scegliere i tamponi di corsa:

- scelta iniziale cade sul classico Laemmli Buffer (Tris-Glicina - vedasi in seguito);

- Tris-Tricina => migliora la separazione delle proteine a basso peso molecolare (Vedasi avanti - sistemi discontinui);

- Tris-Borato-EDTA => migliora le separazione delle glicoproteine - 1’acido borico forma in soluzione specie che si
vanno a complessare con 1 carboidrati conferendo carica negativa

At low boron concentrations (B < 0.025 M) the following equilibrium is found B(OH), + 2H,0 < [B(OH),]- + H,0*
At higher boron concentrations (B > 0.025 M) an equilibrium is formed between B(OH),, polynuclear complexes of B;O,(OH),", B,O,(OH),*,
B;0;(0OH).%, B;O4(OH),” and B(OH),".

- altro ..... (esiste una svariata serie di tamponi che possono essere utilizzati in casi particolari....... bene quindi
sapere che c’¢ la possibilita di agire anche a questo livello!).

Molto spesso la cosa migliore da fare ¢ quella di eseguire delle prove variando di volta in volta un solo parametro ed
osservare 1 miglioramenti/(peggioramenti) ottenuti.



Opzioni a disposizione per ottimizzare la separazione in SDS-PAGE
(sia in un contesto 2D che 1D SDS-PAGE)

Gel omogeneo (C e T fissi) vs Gel in gradiente (T gradiente)

T fisso T gradiente
Tris-HCI
5% 7.5% 10% 12.58% 18% 18% 4-15% 4-20% 8-16% 10-20% 10.5-14%
N
250 ’3 100 :ﬁ - " l__*' :J.?;
0 150 100 § — ‘0 - 280 50 u')‘o 100 100
’.: i — ey ] [ 150 76 = | | 75 = .
o || me [ = || = | m= | 2= || 0= |0 = Notare la diversa
1 2 L o ay . . . . . . . .
o SOOI | o | S | S | S 1 P | R | Distribuzione dei vari riferimenti di M
15 Bemm|| ™ 20 o— || ¥ ) s
37 — 10 14 2, = w0 25 — ..
1 G = s o |[w=]| 15— || 2 Ottimizzare T (e C)
3 5 == =7 || O | (quale T offre la miglior
_  separazione per le proteine

' - d’interesse?)

Tris/glycine/SDS butfer

Se l'analisi elettroforetica € un’analisi esplorativa conviene scegliere di operare con percentuali di T in
grado di offrire la migliore separazione su un “range piu esteso possibile. Osservando I'immagine sopra
riportata, ad esempio, si potrebbe decidere di operare con un 12.5% o con un gel in gradiente tipo 10.5-
14%. Una volta perd individuata la regione che riveste maggiore interesse, si possono fare dei
miglioramenti nella separazione operando con gel diversi utilizzando T o gradienti che offrono una
risoluzione migliore nella regione prescelta.

Molto dipende dalla proteine d’interesse o dalla necessita ad esempio di analizzare piu proteine in
contemporanea (ad esempio voler effettuare analisi di WB su piu proteine sfruttando una sola analisi
SDS-PAGE, in questo caso il gel pud essere trasferito in toto sulla membrana e poi la membrana tagliata
in “strisce” in modo da avere zone conteneti proteine diverse da sottopporre ad riconoscimenti con ab
diversi



Alcune considerazioni ulteriori sui sistemi SDS-PAGE

Sistema elettroforetico “classico” per
condurre delle analisi in singola dimensione
di tipo SDS-PAGE

Negative
Electrode | 5ad samples here™,

R

Buffer | %

P ——— -

big proteins | '

| ng Gel ‘ 19| ;
.‘) ~:, N . ‘L i 'l' | N“**:L Glass
FL S N J YA PPiates
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An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.

Ricordiamo alcune nozioni di base:

a) Legge di Ohm: V=Rl
b) Calore generato € legato a W (potenza)
c) W=VI oppure I°R

Parametri fisici che POSSO modificare in una gel elettroforesi:

1)

2)

1)

Lunghezza del gel: influenza in modo specifico la risoluzione
della separazione. Aumento della lunghezza => aumento di R.

Spessore del gel: Influenza la capacita di caricamento. Aumento
dello spessore => diminuzione della resistenza.
Diminuisce anche la capacita di dissipare calore.

Lunghezza dei pozzetti: influenza la capacita di caricamento. La
lunghezza dei pozzetti “toglie spazio al running gel e quindi alla
risoluzione del mio sistema.

E’ bene tenere a mente queste considerazioni passando da
un formato all’altro poiché, cambiando i parametri indicati
viene a modificarsi la R del circuito elettrico con relative
alterazioni sia nella potenza sviluppata che nella velocita di
migrazione delle proteine (in dipendenza di come viene
condotta una corsa elettroforetica, ovvero a V, | o W costanti -
vedasi avanti)

Le molecole proteiche migrano perché a loro viene applicata una forza: F=qE, dove E rappresenta il campo elettrico, che & legato

alla ddp (V) applicata.



Analisi elettroforetiche bidimensionali (IEF/SDS-PAGE)

(a)

Separation
in first

dimension
(by charge)

Separation
in second
dimension
(by size)

Apply first gel
to top of second

pH 4.0

Protein
mixture

: pH 4.0

Isoelectric
focusing (IEF)

| pH 10.0

- Condizionamento delle strip di IEF
per I'analisi SDS-PAGE

SDS
electrophoresis

Dopo il condizionamento, la strip viene fisicamente
messa “in testa”, ovvero adagiata a stretto contatto
ad un gel di tipo SDS-PAGE.

Quando in questa condizione, viene applicata una
ddp, le proteine precedentemente separate sulla
base del loro pl escono dal gel di IEF, si
accumulano  all’interfaccia IEF/SDS-PAGE e
successivamente vengono ad essere separate
secondo il loro peso molecolare.

In pratica le molecole vengono ad essere
sottoposte a due separazioni che sfruttano principi
‘ortogonali” (i.e. punto isoelettrico e peso
molecolare).



Trasferimento delle proteine dalla 12 alla 22 dimensione

Dopo I’isoelettrofocalizzazione le strip vanno:

=> lavate 2 volte in acqua mQ per togliere 1’eccesso di Dry strip cover fluid;
=> vanno congelate a -80 °C (si potrebbe procedere subito all’analisi in SDS-PAGE ma, dato che non sempre si riesce ad
effettuare questa operazione immediatamente dopo I’IEF, conviene, al fine di migliorare la riproducibilita dell’analisi
congelare sempre le strip).
=> condizionate per I’analisi in SDS-PAGE:
messe ad incubare in 2% SDS, 50 mM TRIS/HCI pH 8.8, 6 M Urea, 30% Glicerolo ¢ 0,01% BBF in
presenza di:
1% DTT - 15 min
2,5% lodoacetamide (IAA) - 15 min

SDS: conferire carica negativa alle proteine - (sono necessari circa 30’ per equilibrare completamente le strip di IEF con
I’SDS. Durante queste operazioni, le strip non vanno incontro ad una rilevante perdita di proteine dal momento che recano
comunque cariche positive e negative (quelle dei derivati dell’acrilamide per formare il gradiente di pH) che funzionano al
pari di una colonna cromatografica a scambio ionico. L’SDS richiede un cosi lungo tempo per legarsi alle proteine perche 1
gruppi carbossilici delle strips tendono a contrastare il suo legame alle proteine (repulsione elettrostatica).

Tris/HCI pH 8.8: anche se viene utilizzato un gel di accumulo (nel caso dei flatbed gels) il cui pH ¢ pari a 6.8 si preferisce
utilizzare pH 8.8 poiche I’alchilazione da parte della IAA ¢ ottimale a questo pH.

Urea e Glicerolo: Aumentando la densita della soluzione acquosa della strip diminuiscono 1’effetto del’elettroendosmosi,
che porterebbe ad una sostanziale diminuzione dell’efficacia del trasferimento delle proteine dalla prima alla seconda
dimensione. L’urea contribuisce anche al mantenimento in soluzione delle proteine idrofobiche.

BBF: utilizzato come tracciante per la corsa in seconda dimensione.
DTT: mantenere in stato ridotto i gruppi SH delle proteine

TAA: bloccare in modo covalente 1 gruppi SH delle proteine prevenendo la formazione di ponti disolfuro durante la seconda
dimensione ed impedendo anche che quest’ultimi (gruppi SH) reagiscano con 1’acrilamide.

Una proteina modificata in modo incontrollato risulta maggiormente soggetta a problemi di identificazione



Trasferimento delle proteine dalla 12 alla 22 dimensione
Flusso elettroendosmotico
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In una porzione del gel il flusso elettroendosmotico
fornisce un contributo favorevole all’'uscita delle
proteine dal gel e al loro trasferimento verso
'anodo (dx). Pero, dalla parte opposta (sx), dove le
cariche fisse sul gel sono negative, la direzione del
flusso elettroendosmotico € inversa al moto che le
proteine dovrebbero avere e questo rappresenta
un ostacolo al loro trasferimento sul gel di seconda

dimensione (SDS-PAGE).
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Orientamento canonico della seconda dimensione
Esiste una convenzione su come correre i gel SDS-PAGE nel contesto di una analisi bidimensionale per far in modo che sia
identificabile I'orientamento del gradiente di pH. La convenzione vuole che i riferimenti di PM vengano collocati dalla parte
del pH piu basso.
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Flatbed system Vertical system
PM minore- -PM minore
PM minore - -PM minore
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SDS-PAGE e Trasferimento delle proteine dalla 12 alla 22 dimensione
Condizioni di corsa per SDS PAGE 1D e 2D (seconda dimensione)

La corsa SDS PAGE viene solitamente divisa in due fasi:

a) Accumulo (i.e. del campione caricato nei pozzetti o trasferimento delle proteine dalla strip di prima dimensione al gel
di seconda dimensione e accumulo all’interfaccia);

b) Separazione delle proteine.

Per quanto concerne le modalita si puo sostanzialmente adottare una corsa a:

1) voltaggio costante - metodo pit comodo, ma anche il piu lungo. Con il passare del tempo la corrente e la potenza
diminuiscono - a cause del fatto che progressivamente la resistenza del sistema aumenta, quindi a parita di voltaggio si
ha una diminuzione della corrente e quindi anche della potenza,;

2) corrente costante - metodi piu veloce ma che porta a possibile innalzamento della temperatura dal momento che con
il passare del tempo la resistenza del sistema diminuisce e per avere la medesima corrente viene innalzato il V =>
potenza aumenta e aumenta anche il calore;

3) potenza costante - in questo modo si controlla il calore prodotto dal sistema elettroforetico. Non tutti gli apparati
consentono di lavorare a potenza costante.

In ogni caso ¢ importante evitare il surriscaldamento dei gel (ove € possibile si cerca di raffreddarli a 10 - 15 °C - vedi
sistemi per corsa gel multipli - oppure di dissipare il calore mediante ventilazione)

Six gel systems (10 °C)

Overnight runs:

Step1 2 W per gel Over night

Fast runs

Nota bene: nei sistemi multipli ¢ doveroso non

e WA superare la potenza massima per singolo gel.
Step2 100 W (max 30 W pergel) 3.5 hours to 5 hours Vand mA to max Ad esemplo, quando s1 corrono tre gel su dl un SlStema
er 6 gel ¢ bene utilizzare 90 W.
. per 6 g
Gel singolo (10 x 8 cm) (raffreddamento Rimanere sempre entro i limiti di potenza indicati dal
a ventilazione) costruttore (potenza massima per gel e potenza
50V per 1 ora massima complessiva).

100-200V per 1-2 ore (uscita del BBF)



Gel di poliacrilammide discontinui (stacking e running)
PROBLEMATICA: dispersione della banda

Dato che il campione viene caricato in forma liquida all'interno di appositi pozzetti, questo fa si che esso sia disperso in
un determinato spazio. Se la corsa comincia subito, senza che vi sia stato un processo di accumulo il campione risulta
disperso, ovvero le proteine entrerebbero nel gel in tempi diversi in funzione della loro vicinanza al gel e in questo modo
inizierebbero a migrare in tempi diversi con il risultato di non avere delle bande “strette” e quindi con grossi problemi in
termini di risoluzione analitica.

Soluzione: Gel diviso in due porzioni: Accumulo (stacking gel) e Corsa (running gel). Il campione dopo esser stato
caricato, nella fase iniziale della corsa si accumula all’interfaccia delle due porzioni e successivamente la separazione
parte con il campione che € “concentrato” in una zona ristretta.

Caricamento Accumulo Inizio Separ.

D- Dispersione{ !
[ ]

Le proteine migrano nello stacking gel ma le condizioni sono tali per cui non
riescono a penetrare nel running gel. In questo modo le proteine si accumulano
all'interfaccia stacking/running occupando un "altezza® molto minore rispetto a
quella occupata dal liquido nel pozzetto di caricamento => partono in pratica tutte
dallo stesso punto => sono allineate / accumulate.
Alla base di questo fenomeno c’e la diversa porosita del gel e la diversa
composizione dei buffer



Sistemi elettroforetici discontinui: alcune considerazioni
Caduta di tensione in un circuito elettrico

Ny

y - - Esempio: Circuito elettrico con 4 resistenze (R1-4)
PILA N} La tensione totale di 4,5 volt si suddivide fra le varie

R4 45y R1 resistenze, assumendo un valore piu alto proprio ai
’ capi di quelle resistenze che, essendo di maggior

. valore, richiedono piu sforzo.
& La tensione presente ai capi di ogni resistenza
t3 t2 t1 ra ta la caduta di tensi lat I
[E ppresenta la caduta di tensione relativa a quella
R3 R2 resistenza.
Ai capi della resistenza piu alta ci sara quindi anche la
caduta di potenziale piu elevata.
In questo modo anche il campo elettrico sara piu forte
e le molecole che ivi si troveranno saranno sottoposte
ad una forza maggiore.
La corrente nel circuito € la stessa in ogni punto.
@ La differenza di potenziale di 4,5 V generata dalla pila
= + dara nel circuito una corrente fissa (4,5V /
. [R1+R2+R3+R4]). A seconda dell’entita della corrente,
per ogni R ci sara una determinata caduta di
potenziale.

Dipende dalle resistenze dei vari componenti




Sistemi discontinuo - Laemmli discontinuos buffer

Tris (2.5 mM)/Glycine (192 mM) SDS 0.1% pH 8.3

Stacking gel (T = 3-5%)

| Buffer sono
diversi:
Tank, stacking e
running gel hanno
buffer e pH diversi

1)

Running gel (T = 10-20%) 2)
“ Tris (375 mM)HCI pH 8.9

Tris (2.5 mM)/Glycine (192 mM) SDS 0.1% pH 8.3

Glycine: pl = 5.97 (pK,, = 2.34 - pK_, = 9.6)
A pH = 6.8 leggera prevalenza di carica negativa
A pH = 8.9 molto piu negativa rispetto a pH 6.8

Ricordarsi che a pH 9.6 meta delle molecole di Gly avranno carica netta
negativa (-1) e meta avranno carica netta nulla.

pH6.8 pHB8.9

<“— Tris (62.5 mM)/HCI pH 6.8 B B
¢ $ ¢
pH 2,34 pH 5,97 pH 9,6
z =0 (50%) z=0 z =0 (50%)

z = +1 (50%) z = -1 (50%)

Applicazione del voltaggio:

Gli loni CI- => mobilita elettroforetica molto elevata e nello
stacking gel questi vengono rimpiazzati dalla Gly che pero
passando da pH 8.3 a pH 6.8 perde carica => Gly non
conduce e aumenta la resistenza dello stacking gel =>
campo elettrico aumenta => anche le proteine sono
soggette ad un forte campo elettrico e la loro migrazione e
veloce.

Le proteine raggiungono il confine Stacking/Running:
A questo livello le molecole di Gly riassumono una
parziale carica negativa (pH 8.9) e la sostituzione di ioni
CI- con molecole di Gly- non comporta un aumento del
campo elettrico come nello stacking gel. Il campo elettrico
rimane quindi basso (determinato dal voltaggio applicato)
e le proteine non migrano piu velocemente ma si
“accumulano” all’interfaccia Stack/Running.
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HO) O
HO
Glycine vs Tricine
pK,:2.34 e 9.6 pK,:2.3e8.15
pl: 5.97 pl: 5.22

In alkaline conditions (pH > 8) => Tricine is more negative than Glycine
=>
Higher electrophoretic mobility

Low molecular weight proteins in Laemmli conditions migrates with SDS at the front of the gels =>
they are not separated each other.

This is due to the fact that all the proteins in the stacking gel are stacked between glycine and Chloride ions.
Tricine is faster than glycine and it is not able to entrap all the proteins. More proteins remain behind Tricine
and therefore they are not overlapping with SDS that stack in front of the chloride ions. This helps in make
low molecular weight proteins more resolved. As a counterpart, high molecular weight proteins are not
properly separated with Tris/Tricine discontinuous systems.

Protein position with respect to SDS migration is the key element for a better resolution in the low

molecular weight range.



