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ELETTROFORESI DI PROTEINE

Molto piu complessa della separazione elettroforetica di DNA.

forma delle proteine
Fortissime variazioni <
- AN cariche delle proteine

Aa medio:

110 Da
e piu piccola di un campione di Paio di
DNA percio i gel di PAA risultano ”“C(;?O“di
. .« 1 « . . . . meailo.
i migliori sistemi di separazione 650 Da

(pori di dimensioni < rispetto ai gel di agaroso).



AGOROSO vs POLIACRILAMIDE

Diametro pori: Diametro pori:
Da 50 a >200 nm Da0.5a2nm

_ Paio di
o e nucleotidi
- - medio:

650 Da

(R




DENATURAZIONE

Calore
Detergenti ionici

Denaturazione Agenti riducenti

Congelamento

Alte [ ] saline

His 57

Processo che porta a: Asp 102

e perdita di funzione di una proteina,

e riduzione della sua solubilita,

e > suscettibilita alla degradazione proteolitica. Ser 195



SDS-PAGE - Effetto della Temperatura
SDS-PAGE = Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

 Temperatura (5’ a 95-100°C)
— accelera la denaturazione completa



SDS-PAGE - Effetto della Temperatura
SDS-PAGE = Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

 Temperatura (5’ a 95-100°C)
— accelera la denaturazione completa
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SDS-PAGE - Effetto dell’SDS

- | complessi proteina-SDS sono altamente carichi e tutti
negativi (migrano verso I'lanodo).

- Separano solo in base alla
dimensione (n° aa, porzioni glico-
proteiche).

- 'SDS solubilizza quasi tutte le
proteine (anche idrofobiche).

)sos

, proteina 7 . -o-—s—o—cm.
- Le proteine hanno tutte lo

stesso rapporto carica/massa

- Permanenza della struttura

filamentosa per repulsione. *".72““1“1“““ lt\.




SDS-PAGE - Effetto dell’SDS

/charged R-groups Le proteine sono
caratterizzate da:

hydrophobi

}’ I'DP ObBiIc areas forma

dimensione
carica
Calore
N - Rottura legami deboli

SDS . )
- NO rottura legami covalenti

Risultato:

forma
dimensione




ELETTROFORESI DI PROTEINE - SDS-PAGE
SDS-PAGE = Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

* B-Mercaptoetanolo HS-CH,CH,OH

— Rompe eventuali legami disolfuro, riducendoli.



SDS-PAGE - Effetto del B-Mercaptoetanolo

harnggrop

E -(‘ ? ;  hydrophobic areas

N l o7+ agente riducente (es B-mercaptoetanolo)

SDS

W\
Proteina con Agente
ponte disolfuro riducente
‘ R
S—Sf SH
f + HO + H'DN
R
Proteina ridotta I
4 fp? OH
SH + HS |+ M
/ HO
s e R y




ELETTROFORESI DI PROTEINE - SDS-PAGE
SDS-PAGE = Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

 Temperatura (5’ a 95-100°C)
— accelera la denaturazione completa

e SDS Detergente anionico che denatura le
proteine conferendovi la stessa densita di carica
(negativa).

* B-Mercaptoetanolo HS-CH,CH,OH

— Rompe eventuali legami disolfuro, riducendoli.

Proteine cosi trattate assumono struttura filamentosa



IL TAMPONE PER LA PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

@M

P

i,

Tris-HCl a pH 6.8
SDS

addensante _ Saccarosio o glicerolo] |+ i
riducente ( B-mercaptoetanolo )
traccianti ( Xilene Cianolo-Blu di Bromofenolo)

SOy ﬁ’
O S=0
|O 3
HO3S O
3 Br. Br
HoC O \ O CHa ‘ O
HoCN SN CHs HO OH
Br Br



SDS-PAGE IN PRATICA
Le proteine non entrano subito nel gel per la corsa

(I’'SDS-PAGE e definita anche elettroforesi discontinua)

P gel di impaccamento

2 gel di PAA sovrapposti ("stacking" gel)
(concentrazione delle proteine)
\_ i Sample
@
WA 7 gel per la corsa
® yuwwluuuuuu |© Directj:ion ("running" o "resolving" gel)
O O .o
° ° migration (separazione delle proteine in
base al loro PM)
O 0
0 O o
) l I E— — — SIS —
({° 1 ok — Q2

\ I I I I ||’ )

( _‘[ r LJ )
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| DUE GEL

Negative
Electrode  Load samples here--
Buff ' -
— Gel di impaccamento
e PAA 4%
‘ e SDS 10%
B Glass .
17 piates| ® Tris-HCIl 1.0 M pH 6.8
Positive
Ele Spacer
% Acrylamide molecular weight Gel per la corsa
7.5% 24-200 e PAA 12%
* SDS 10%
4[5%' 14'5;3_ o TfiS-HC' 1.5 M pH 8-8




TAMPONI IN USO

Tampone di corsa:

Tris-HCl pH 8.3 25 mM
SDS 3.5 mM
Glicina 190 mM

Gel per la corsa

e PAA 12%
e SDS 10%
e Tris-HC| 1.5 M pH 8.8

Tampone del campione:

Tris-HC| pH 6.8
SDS
Addensante
Riducente
Traccianti

Gel di impaccamento

e PAA 4%
e SDS 10%
e Tris-HC| 1.0 M pH 6.8




Stacking gel
pH 6.8

Running gel
pH 8.8

SDS-PAGE, INIZIO DELLESPERIMENTO

N

- Caricamento dei campioni

Cl: nel gel e
nel campione.

La glicina e presente solo
nel tampone di corsa.
Non puo essere dentro il

i gel per via dei vetri



FUNZIONE DELLO STACKING GEL: ISOTACOFORESI

. &
= e
I _ lone glicinato (-, pl = 6.06)
Stacking gel i
pH 6.8 cI- . . < . .
Il punto isoelettrico (pl) € il valore di pH a cui una
- molecola non possiede alcuna carica netta elettrica
e dunque nemmeno mobilita elettroforetica.
Running gel o o
pH 8.8 Bassa mobilita del glicinato
o &

Applicazione ddp: i campioni entrano nello stacking gel
lone CI- = "leading ion" - fronte di ioni davanti a proteine-SDS

lone glicinato = "trailing ion" > fronte di ioni dietro a proteine-SDS



FUNZIONE DELLO STACKING GEL: ISOTACOFORESI

&

e ‘e
[ W _ lone glicinato (-, pl = 6.06)
Stacking gel i
pH 6.8 = | punto isoelettrico (pl) e il valore di pH a cui una
- molecola non possiede alcuna carica netta elettrica
e dunque nemmeno mobilita elettroforetica.
Running gel o o
pH 8.8 Bassa mobilita del glicinato
& &

L : ClI > proteine-SDS > glicinato




FUNZIONE DELLO STACKING GEL: ISOTACOFORESI
. &
S ve

o
i | | complessi proteine-SDS
Stacking gel i ) .
oH 6.8 - Gy~ vengono progressivamente
(o/ . . . o e
. schiacciati tra Cl- e glicinato
Running gel \/’
pH 8.8

La mobilita dipende dalla
carica netta NON dalla
L : CI" > proteine-SDS > glicinato dimensione
(gel 4% PAA, pori grandi)




FUNZIONE DELLO STACKING GEL: ISOTACOFORESI

— "o = —

_ Le proteine vengono
Stacllfiirggggel ‘i o impaccate ("stacked")
PR e il cr tra i due fronti di

- Gly~ Cl- e glicinato

|

Il campione tende a
concentrarsi in una
stretta banda
("stacking" effect)

Running gel
pH 8.8

&2 H @

ﬁ‘pH

Interfaccia stacking/running gel — % di PAA ‘.‘
™ dimensione pori ;



FUNZIONE DELLO STACKING GEL: ISOTACOFORESI

@&
= a— = = = =
Stacking gel i ]
pH 6.8 cr- g
i cr-
- oy ==
cr Gly-
cr
Running gel
pH 8.8
Gly~
i cr
4 4 b o &5 =

Nel running gel la separazione delle proteine Stesso rapporto
(complessate con I’'SDS) dipende solo dal PM carica/massa




RIASSUMENDO.......

L @& /
N = = el 4% PA/
_ K : CI > proteine-SDS > glicinato
Stacking gel
H 6.8 i e
pH ©. . Mobilita: carica netta, NON PM
- == e
Gt Gly-
cI- K : CI >glicinato > proteine-SDS
Running gel Mobilita: solo PM
pH 8.8 stesso rapporto carica/massa
(gel 10-12%
N PAA)
4 & o

“Stacking” effect: la mobilita dipende dalla carica netta NON dalla dimensione.

Nel gel di corsa, le proteine si muovono verso 'anodo a velocita costante fino
a raggiungere il gel di corsa = separazione per PV



IN ULTIMA ANALISI, A COSA SERVONO IL GEL DI
IMPACCAMENTO E L'ISOTACOFORESI?

: .F'
. A
el

Senza gel di impaccamento Con gel di impaccamento

Ad aumentare la risoluzione delle bande.



COLORAZIONI DI PROTEINE SU GEL



COLORAZIONI DI PROTEINE SU GEL

BLUE COOMASSIE Colorazione

Sensibilita 50 ng di proteina.

Usato tipicamente su gel.

* Colorante anionico + H,0 + acido
acetico e metanolo.

 Per decolorare H,O + etanolo. Decolorazione

Pregi: facilita, rapidita, stabilita.

Difetti: metodo condizionato
dalla presenza di residui basici.




COLORAZIONI DI PROTEINE SU GEL

COLORAZIONE ARGENTICA ("Silver stain")

Sensibilita 1-0.5 ng di proteina (10-50 volte piu sensibile del Coomassie).
Presenza nel colorante di ioni Ag* che interagiscono con:
- gruppi -SH (Cys)

- gruppi carbossilici (Asp e Glu)
- gruppi imidazolo (His)

Si forma Ag metallico visibile
(colore marrone-nero)

Difetti:
Lungo, laborioso e dispendioso






DA RICORDARE!!!

| traccianti della corsa elettroforetica e i coloranti per

proteine sono due cose ben distinte.

Coloranti per proteine:

Coomassie Blue

Colorazione
Argentica




TRACCIANTI ELETTROFORETICI

Danno indicazione del fronte della migrazione, migrano nel gel come una
banda di piccole dimensioni insieme ai campioni ma NON vi si legano

Marker
visibile P

\

|

=

Traccianti



MARCATORE DI PESO MOLECOLARE (MARKER O LADDER)
Miscela di proteine avente PM noto
Per controllare la migrazione di una proteina (analisi qualitative)
Per determinare il PM di una proteina (analisi quantitative)

: 55 7.5% 10% 12.6% 15% 18%
Es. di marker TisHE!  TrisHE  Tis-HC!  TisHCl  Tris-HCl  Tris-Hel

260 = Pe—

200 | [ F0 =] [P =] | TB=—
PRI — 50
) e | | 10— | | 90— 75 —
BF
o W 50
T — \
2B — T 5 —— AT — ] —
100 = \ o
T 20
H_
1 — TE—\ D oy | | A
T7 T e
20— | [ 1= =
400 —— | | 50— 10
BF — |- S
e sl (A L



SDS-PAGE PER ANALISI QUANTITATIVE
DETERMINAZIONE DEL PM DI UNA PROTEINA

ANALISI
QUANTITATIVA

Of | [

Myosin 200,000

B-Galactosidase 116,250
Glycogen phosphorylase b 97,400

Bovine serum albumin 66,200
Ovalbumin 45,000

Carbonic anhydrase 31,000

Soybean trypsin inhibitor 21,500
Lysozyme 14,400

@

M, Unknown
standards protein



SDS-PAGE PER ANALISI QUANTITATIVE
DETERMINAZIONE DEL PM DI UNA PROTEINA

ANALISI
QUANTITATIVA

of L[ LA

Myosin 200,000

Distanza
(mm)

B-Galactosidase 116,250
Glycogen phosphorylase b 97,400

1
[
I
[
I
[
I
[
I
[
I
[
I
Bovine serum albumin 66,200 \1,
[ s

Ovalbumin 45,000

Carbonic anhydrase 31,000

Soybean trypsin inhibitor 21,500
Lysozyme 14,400

-
‘

Ol
M, Unknown
standards protein



SDS-PAGE PER ANALISI QUANTITATIVE
DETERMINAZIONE DEL PM DI UNA PROTEINA

ANALISI
QUANTITATIVA

ofl

l

200,000

Distanza
(mm)

116,250
97,400

66,200

45,000

31,000

21,500
14,400

@\
M Unknown

standards protein



SDS-PAGE E DETERMINAZIONE DEL PM DI UNA PROTEINA

Y=-1.3X+89.1
Y=12cm L

—~~
of Ll [_{] c
@)
— N—
X -_ - Myosin 200,000 || @S o)
-
B-Galactosidase 116,250 | —o— _9 UIlkDO.WII
Glycogen phosphorylase b 97,400 || — N pI‘Oteln
Bovine serum albumin 66,200 || —— E
Ovalb 45,000 o)
valbumin 5, — —_
— 2
Carbonic anhydrase 31,000 || e | [ T T
|
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || — |
Lysozyme 14,400 | —
|
I
® 1

M . Unknown

standards protein P M



SDS-PAGE E DETERMINAZIONE DEL PM DI UNA PROTEINA

Y=-1.3X+89.1
Y=12cm L

—~~
of Ll [_{] c
@)
— N—
X - 59 . 3 Myosin 200,000 || o
-
B-Galactosidase 116,250 | —o— _9 UIlkIlO.WII
Glycogen phosphorylase b 97,400 || — N pI‘Oteln
Bovine serum albumin 66,200 || —— E
Ovalb 45,000 o)
valbumin 5, — —_
— 2
Carbonic anhydrase 31,000 || e | [ T T
|
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || — |
Lysozyme 14,400 | —
|
I
® 1

M . Unknown

standards protein P M






% Acrylamide molecular weight

GEL IN GRADIENTE DI PAA

5%
7.5%
10%
12.5%
15%

36-200
24-200
14-200
14-100
14-60

LI

5-15%
5-20%
10-20%

14-200
10-200
10-150

gradienti comuni
4-12%
4-15%

e Separazione di proteine con un grande range di PIV.

e Migrazione non “infinita” (“pore size limit”)

e Permette di discriminare meglio proteine con PM molto simili.






SDS-PAGE vs NATIVE-PAGE

In una elettroforesi in condizioni native le proteine conservano la
propria conformazione, carica e forma (separazione in funzione
del rapporto carica/massa)

Nessun pre-trattamento dei campioni prima della Native-PAGE.

$é. o @ o

Native-PAGE




SDS-PAGE vs NATIVE-PAGE

PAGE-SDS: solo dimensioni
PAGE “nativa”: dimensioni, densita di carica (pl), “forma”

_ bt np pt np
69 kDa _ : ——
& A, 59 kDa
np = normale
+ pt = mutazione
In eterozigosi
Native SDS

PAGE PAGE



