X. SEPARAREA ELECTROFORETICA
A PROTEINELOR

Electroforeza este o metoda de separare care se bazeaza, in
principiu, pe capacitatea particulelor coloidale sau moleculelor incarcate
electric de a migra, sub influenta unui camp electric generat de doi
electrozi, in directia electrodului purtdtor al sarcinii opuse. Viteza de
migrare depinde in principal de dimensiunea sarcinii electrice si din acest
motiv moleculele cu sarcini diferite vor avea o mobilitate electroforetica
diferita, separandu-se in fractii. In principiu, aceastd metoda poate fi apli-
catd tuturor macromoleculelor incarcate electric, separarea realizandu-se
fie in solutii apoase libere, fie pe medii cu rol stabilizator (placi cu
silicagel, filme, geluri) (/).

In general electroforeza este folositd pentru separarea proteinelor,
peptidelor, glucidelor si acizilor nucleici. Utilitatea acestei metode de
separare se referd, in special, la caracterizarea din punct de vedere
calitativ a unui amestec §i aprecierea puritafii unui compus. Daca se tine
cont de o serie de precautiuni, tehnica poate fi utilizata si in scopul unor
separari cantitative si preparative. Domeniul in care electroforeza isi
gdseste cea mai mare aplicabilitate este studiul proteinelor, domeniu
denumit proteomica (termen ce desemneazda ansamblul de tehnici si
metode folosite pentru studiul expresiei, localizarii, structurilor, functiilor
si interactiunii proteinelor, introdus pentru prima data de Wasinger in anul
1995) (1).

Una dintre primele metode de separare electroforetica a fost pusa
la punct de Arne Tiselius in anul 1937 (/). Metoda se refera la separarea
fractiilor proteice in interiorul unui tub de forma literet U plin cu
electrolit, fractiile proteice fiind identificate densitometric. Datorita
care folosesc medii stabilizatoare. Electroforeza pe hartie, utilizata de
acelasi Tiselius in anul 1951 pentru separarea proteinelor din ser (2), a
fost urmata de aparitia unor medii suport din ce in ce mai complexe:
acetat de celuloza (Kohn, 1957) (3), amidon (Smithies, 1955) (4), placi de
silica-gel pentru analiza poliglucidelor (Scherz, 1990) (5), agaroza si
poliacrilamida. O prezentare mai detaliata a avantajelor, dezavantajelor si
aplicatiilor acestor medii suport este realizata de catre Dennison, 1999 (6).
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De-a lungul timpului au fost adoptate doud solutii tehnice pentru
realizarea separarii electroforetice. Un prim sistem este reprezentat de
electroforeza orizontald, tehnicd folositd atunci cand se utilizeaza
suporturi inerte fatd de oxigen (hartie, placi de silicagel, amidon,
agarozd). Aceasta solutie are avantajul simplitatii s1 robustetii aparaturii
utilizate, ea devenind standard pentru electroforeza pe geluri de agaroza.
Al doilea sistem este electroforeza in sistem vertical, tehnica utilizata cu
suporturi care trebuie ferite de oxigen, precum poliacrilamida. In acest
caz, suportul este turnat intre doua placi din sticld etanseizate lateral,
comunicarea cu electrozii realizandu-se prin partile inferioara si superi-
oard. Aceastd solutie tehnicd este mai complexd deoarece ridica probleme
de etanseizare a compartimentelor electrozilor dar, cu toate acestea, a
devenit standard pentru electroforeza in geluri de poliacrilamida.

Amidonul, agaroza si poliacrilamida nu sunt doar medii suport ci,
datorita structurii §1 organizarii lor sub forma de gel, pot avea un rol activ
in procesul de separare. In cazul in care concentratia gelului este atat de
micd incat nu interfera cu migrarea, este vorba despre un gel permisiv,
separarea moleculelor realizdndu-se in functie de incarcarea electrica a
acestora. Prezentarea aplicatiilor practice a acestor tipuri de geluri este
realizatd de catre Westermeier (/). Cand concentratia gelului este atat de
mare incat influenteaza migrarea printr-un efect de filtrare a moleculelor
in functie de dimensiunea lor (efect de filtrare moleculard), ne referim la
geluri restrictive. In acest caz migrarea se realizeazi in functie atat de
sarcina electrica a moleculelor cat si de dimensiunile lor. La ora actuala
gelurile restrictive cel mai frecvent utilizate in laboratoarele de cercetare
sunt gelurile de agaroza pentru separarea acizilor nucleici (pentru detalii
consultati capitolul VII — Separarea electroforetica a ADN-ului, pagina
147) si cele de poliacrilamida pentru separarea proteinelor.

In functie de scopul separdrii si de conditiile de migrare,
moleculele proteice pot fi separate fie in stare nativa (prin realizarea asa
numitei electroforeze native (engl. Native-PAGE), fie in stare denaturata.
Denaturarea proteinelor in catene polipeptidice componente se realizeaza,
cel mai frecvent, prin tratamente cu dodecilsulfat de sodiu (SDS), caz in
care electroforeza in conditii denaturante se noteaza SDS-PAGE. Oricare
ar f1 sistemul utilizat, dupa realizarea separarii propriu-zise, moleculele
proteice trebuie evidentiate pe gel prin tehnici specifice de colorare.
Separarea electroforeticd a proteinelor se realizeaza, prin urmare, in doua
etape distincte:
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1. separarea propriu-zisa (electroforeza nativa sau denaturanta, in
functie de scopul urmarit);

2. evidentierea fractiunilor proteice de interes prin colorare,
autoradiografie sau tehnici imunologice.

X.1 Electroforeza nativa a proteinelor in sistem
discontinuu

Metoda are la baza sistemul de tampon discontinuu propus de
Ornstein, 1964 (7) si Davis, 1964 (8). Initial, autorii au utilizat pentru
realizarea gelului tuburi in care proteinele se separa sub forma de discuri,
motiv pentru care metoda mai poartd numele si de disc-electroforeza.
Discontinuitatea se refera la 4 parametri (/):

1. porozitatea gelului — gelul contine doud zone de concentratii
diferite, una in zona superioara de concentrafiec mica (pori de
dimensiuni mari, gel de concentrare) si una in zona inferioara de
concentratie mare (pori de dimensiuni mici, gel de separare);

2. pH-ul gelului — gelul de concentrare are pH-ul 6,8 iar cel de
migrare are pH-ul 8,8;

3. taria ionica a solutiilor tampon din interiorul gelului — gelul de
concentrare contine 0,125 mol/l TRIS-HCI, iar gelul de separare
0,375 mol/l TRIS-HCI,

4. natura ionilor din gel si din tamponul de electrod; gelul contine
ioni CI iar tamponul de migrare glicina.

Principiul metodei

Separare proteinelor in sistemul discontinuu are loc in doua etape,
corespunzatoare celor doua geluri:

1. Etapa de concentrare a fractiilor proteice sau etapa de izotachoforeza (1)

Probele reprezentate de solutia proteicd sunt plasate in gelul de
concentrare, al carui pH este de 6,8. La aceasta valoare a pH-ului, glicina
(punctul izoelectric, pI=6,7) este practic lipsitd de sarcina electrica, iar
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clorul este incarcat negativ. La aplicarea curentului electric, glicina va
avea o mobilitate redusa (datoritda lipsei sarcinii) iar clorul va avea
mobilitate maxima. Proteinele cu punctul izoelectric (pI) diferit de 6,8, cu
grade diferite de incdrcare vor avea mobilitati intermediare, plasandu-se
intre frontul glicinei si cel al clorului, realizand legatura intre aceste doua
fronturi. Apare astfel o zona in care moleculele proteice se grupeaza, se
concentreazi si se ordoneazi in functie de sarcini. In aceastd zona apar
grupe de proteine ce difera una de cealalta prin sarcind, aceste grupe fiind
insd strans legate una de cealalta si formand asa-numitul ,,tren de ion1”
(1). Intre grupele de proteine nu pot apirea goluri, deoarece aceste goluri
ar duce la intreruperea circuitului electric. Ca urmare a acestui fapt, in
etapele tarzii ale procesului toate moleculele migreaza cu aceeasi viteza,
de unde si denumirea de izotachoforeza (izo — egal, tacho — viteza). Cand
acest tren al ionilor ajunge in zona de contact dintre gelul de concentrare
st cel de migrare, rezistenta datoratd porilor mici ai gelului de migrare
creste, ceea ce duce la concentrarea proteinelor sub forma unei singure
benzi foarte fine.

2. Etapa de separare a fractiilor proteice.

In gelul de separare, la pH 8,8, glicina este incircati negativ si,
datorita masei moleculare mici, continud sa migreze impreuna cu frontul
clorului cu o viteza relativ mare, depasind frontul proteic intarziat la
intrarea 1n acest gel. Proteinele se desprind din trenul ionilor si se separa
in functie de masa moleculara si sarcina electrica.

Avantaje:

Acest tip de separare electroforetica este util in experimentele in
care se doreste pdstrarea intactd a structurii tridimensionale a proteinelor
precum:

1. separarea de enzime In scopuri preparative;
2. 1identificarea de izoenzime.
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Limitari:

O atentie deosebitd in cazul acestui tip de separare trebuie
acordati punctului izoelectric al proteinelor de interes. In sistemul
discontinuu descris nu pot fi separate proteine al caror pl este mai mare
de 6,8 (la pH-ul gelului de concentrare aceste proteine sunt incarcate
pozitiv si migreaza spre anod) (). In general, pentru o buni separare,
sistemul tampon folosit trebuie sa fie cu doud unitati de pH mai bazic
decat pl-ul proteinelor de separat. O prezentare detaliata a unor alternative
de sisteme tampon de migrare §i aplicatiile lor este realizata de
Chrambach s1 Jovin, 1983 (9).

Acest tip de electroforeza nu poate fi utilizata pentru aprecierea
maselor moleculare relative ale proteinelor, deoarece migrarea se
realizeaza si in functie de sarcinile acestora. Pentru a Inlatura acest deza-
vantaj Niepmann (2006) (/0) descrie o metoda de separare electroforetica
care utilizeaza colorantul Serva Blue G. Acesta ecraneaza sarcinile native
ale proteinelor si confera acestora sarcini negative. Autorul utilizeaza
aceastd metoda pentru a aprecia gradul de oligomerizare a proteinelor insa
precizeaza ca modul de migrare al moleculelor proteice pe gelurile de
poliacrilamida depinde si de forma acestora.

Materiale necesare:

1. solutie stoc de acrilamida — se prepara prin dizolvarea a 29 g
acrilamidd s1i 1 g N-N'-metilen-bisacrilamidd (puritate pentru
electroforeza) in 100 ml apa distilata; se verifica pH-ul solutiei
care trebuie sa fie mai mic de 7 si se pastreaza in sticle brune, la
intuneric, la temperatura de 4°C; este indicat, de asemenea, ca
solutia sa fie degazificata sub vid, in vederea eliminarii oxigenului
solvit; solutiile preparate in laborator au o durata de viata limitata,
deoarece acrilamida si bisacrilamida se dezamineaza si formeaza
acizii corespunzatori, procesul fiind catalizat de lumina si alcalii;
Prezenta acidului acrilic in solutia de acrilamidda duce la
diminuarea rezolutiei §i aparitia unor benzi difuze. Solutia de
acrilamidd preparatd in laborator se poate folosi timp de céteva
luni, dupa care trebuie refacutd (//); solutia stoc de acrilamida
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poate fi achizitionatd gata preparata de la producdtori precum
Biorad, Amersham-Biosciences, Roth; aceste solutii reduc
pericolul contamindrii cu poliacrilamidda si au o mai mare
stabilitate in timp datoritd aditivilor pe care 1i contin (un an
flaconul nedesfacut, 6 luni flaconul desfacut) (72).

Acrilamida §i bisacrilamida monomere se absorb prin
piele si sunt neurotoxine deosebit de puternice, fiind de
asemenea suspectate de efecte cancerigene. Cantarirea §i
prepararea  solutiilor se realizeaza cu atentie,
manevrarea facandu-se cu manusi si purtand masca de

% protectie.  Desi  poliacrilamida este considerata

inofensiva, este indicat ca manipularea gelurilor sa se
realizeze tot cu manusi datorita resturilor de acrilamida
nepolimerizata.

tampon TRIS 1,5M, pH 8,8 — se dizolva 18,166 g Tris-bazad in
80 ml apa distilata si se ajusteaza pH-ul la 8,8 cu HCI, dupa care
se completeaza la 100 ml cu apa distilata;

tampon TRIS 1 M, pH 6,8 — se dizolva 12,114 g Tris-baza in
80 ml apa distilata si se ajusteaza pH-ul la 6,8 cu HCI, dupa care
se completeazd la 100 ml cu apa distilata; nu este recomandata
utilizarea TRIS-HCI1 sau Trisma datoritd confinutului mare de
saruri ceea ce conduce la obtinerea unor benzi difuze (/7); solutia
se pastreaza 1n sticle bine inchise, la temperatura camerei;

TEMED — N,N,N',N'- tetrametiletilendiamina;

persulfat de amoniu 10% (APS) — se prepara prin dizolvarea a
0,1 g persulfat de amoniu in 1 ml apa distilata; solutia se poate
pastra la temperatura de 4°C timp de o sdptdmana; persulfatul de
amoniu se descompune lent in solutie, motiv pentru care se
recomanda utilizarea solutiei proaspat preparate;

tampon de electroforeza TRIS-glicinad (25 mM Tris-base, 250 mM
glicind) — se prepara prin dizolvarea a 3,02 g TRIS-bazg, 18,8 g
glicind in 1000 ml apa distilata; in cazul utilizarii frecvente se pot



Electroforeza proteinelor 247

prepara solutii de pand la zece ori mai concentrate, efectudndu-se
diluarea in momentul folosirii;

7. solutie tampon pentru probe 4X — Tris-HC1 200 mM (pH 6,8),
albastru de bromfenol 0,4%, glicerol 40%; solutia se poate prepara
din solutia Tris 1 M pH 6.8; pentru prepararea a 10 ml solutie
tampon pentru probe se dizolva 0,04 g albastru de bromfenol in 4
ml apa distilata, se adauga 2 ml tampon Tris 1 M pH 6,8 (pentru
gelul de concentrare) si 4 ml glicerol; solutia se poate pastra la
temperatura camerei sau la frigider.

Mod de lucru

A. Turnarea gelului de poliacrilamida presupune parcurgerea
mai multor etape.

1. asamblarea placilor din sticla in vederea turnarii gelului de
poliacrilamida se realizeaza urmand indicatiile producatorului cuvei de
electroforeza (Biorad, Apelex etc.). Este necesar sa se cunoasca volumul
de gel necesar si daca acesta nu este indicat de producatorul cuvei poate fi
determinat prin masurarea cantitdfii de apa dintre placile din sticla
montate in vederea turnarii gelului.

Intr-un pahar Erlenmeyer curat se prepara volumul necesar de gel
de migrare urmand indicatiile din Tabelul 19, exceptiand solutia de SDS
10%. Concentratia gelului depinde de proba de analizat; in general, o
concentratie de 10-12% este un bun Inceput pentru analiza unei probe
necunoscute. Componentele trebuie adaugate in ordinea inscrisa in
Tabelul 21 (pagina 250) pentru a impiedica polimerizarea accidentald a
acrilamidei. Continutul flaconului se agita dupa care se trece la etapa
urmatoare.

2. acrilamida se toarna cu atentie in spatiul dintre cele 2 placi din
sticla. Nivelul de umplere se stabileste in asa fel incat pieptenul sd poata
fi introdus, 1ar de la capatul acestuia sa ramana un spatiu de 1 cm pentru
gelul de concentrare. Peste solutia de acrilamida proaspat turnatd se
adauga cu grija etanol, care are rolul de a elimina eventualele bule de aer
care se pot forma la suprafata solutiei de acrilamidd, de a asigura
formarea unei margini superioare drepte si de a nu permite difuzia
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oxigenului in solutia de acrilamida (oxigenul inhiba procesul de
polimerizare);

3. dupa polimerizare (procesul dureaza aproximativ 30 minute sau
mai mult daca APS-ul nu este are calitatea corespunzdtoare), se elimina
etanolul din partea superioara a gelului, se spald cu apa distilatd spatiul
dintre placile de sticla si se indeparteaza apa in exces cu hartie de filtru.

4.intr-un pahar Erlenmeyer se prepard volumul necesar de gel de
concentrare urmand indicatiile din Tabelul 22 (pagina 252), exceptand
solutia de SDS. Componentele se amesteca si se trece la punctul 5; etapa
de mogenizare a componentelor nu trebuie sd dureze foarte mult timp,
deoarece polimerizarea gelului de concentrare are loc mult mai repede
decat in cazul gelului de separare.

5. solutia se toarnd cu atentie peste gelul de separare si imediat se
insereaza pieptenii; acestia trebuie introdusi in asa fel incat sa nu apara
bule de aer; polimerizarea este completa dupa aproximativ 30 minute.
Gelurile pot fi utilizate imediat dupa expirarea acestui interval. Inainte de
utilizare se scoate pieptenul, se spald godeurile pentru probe cu apa
distilata si se elimina apa in exces. Placile din sticla intre care se afla gelul
se asambleaza in cuva de electroforeza urmand indicatiile producatorului
iar cuva se umple cu solutie tampon de migrare.

B. Pregatirea probelor

Cantitatea de proteine ce pot fi separate pe un gel depinde de
dimensiunile acestuia. Ca punct de reper, pe un gel in format mini, cu
dimensiunile de 8 x 10 cm si grosimea de 0,1 cm se pot separa amestecuri
de proteine de pana la 25-30 ug si proteine purificate pana la 5 ug.

Intr-o microeprubetd Eppendorf se repartizeaza 5 pL tampon
pentru probe 4X in care se adauga solufia de analizat confinutd intr-un
volum X (de maximum 15 pl). Se completeaza cu apa distilata pana la
20 ul st apoi, cu o seringa Hamilton, se incarca probele in godeurile din
gel.

C. Separarea electroforetica propriu-zisa

Cuva de electroforeza se conecteaza la o sursda de curent si se
seteaza intensitatea curentului ca parametru constant. Valorile variaza in
functie de dimensiunile gelului utilizat. Pentru un gel in format mini, se
aplica 10 mA/gel pana cand frontul colorantului atinge limita de separare
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dintre cele doua geluri, dupa care se aplica 15 mA/gel pana cand frontul
colorantului atinge limita inferioara a gelului.

Dupa finalizarea migrarii, placile din sticla se scot din cuva, se
aseaza pe o foaie de hartie de filtru si se desfac cu atentie, in vederea
recuperarii gelului. Acestuia 1 se marcheaza colful din dreapta jos in
vederea orientarii ulterioare. Gelul este apoi plasat Intr-un vas pentru
colorare. Pericolul ruperii gelului la mutarea lui de pe placa de sticla in
vasul de colorare este mult diminuat daca operatia se realizeazd prin
antrenarea gelului cu un jet de apa dintr-o piseta.
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X.2 Electroforeza proteinelor in conditii
denaturante (SDS-PAGE)

Metoda de separare electroforeticd in conditii denaturante propusa
este una derivata de la sistemul de separare discontinuu al lui Ornstein si
Davis (7) discutat anterior. A fost introdusa pentru prima data de Laemmli
(13), diferenta intre acest sistem si cel nativ constdnd 1in faptul ca
proteinele sunt supuse denaturdrii prin actiunea dodecil-sulfatului de
sodiu (SDS), B-mercaptoetanolului si temperaturii. SDS-ul este un
detergent incarcat negativ care are proprietatea de a se lega de catenele
polipeptidice intr-un raport de 1,4 g detergent / 1 g proteind (/7). Acest
sistem de separare mai este cunoscut si sub numele de Glicina-SDS-
PAGE.

Principiul metodei

Separarea 1n acest caz se realizeazd dupa aceleasi principii ce
guverneaza si electroforeza nativa. Diferentele apar datoritd faptului ca,
sub actiunea temperaturii, SDS-ului si B-mercaptoetanolului, structura
tridimensionald a moleculelor proteice este alterata. Astfel, proteinele sunt
transformate in catenele liniare de aminoacizi. Suplimentar, SDS-ul se
fixeazin pe catenele polipetidice 1intr-o cantitate proportionald cu
lungimea lor §i acraneaza sarcinile datorate incarcarii aminoacizilor. Toate
proteinele vor fi, prin urmare, incarcate negativ, dimensiunea sarcinii fiind
direct proportionald cu cantitatea de SDS fixatd, adicd cu lungimea
catenei. In aceastd situatie separarea se realizeaza in functie de un singur
parametru si anume de dimensiunea catenelor polipeptice.

Avantaje:

Metoda este utilizata in scopuri analitice calitative (in vederea
aprecierii gradului de puritate a unui preparat), dar si cantitative (cu o
bund standardizare). Aplicatia cea mai cunoscutd este insd aprecierea
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maselor moleculare ale proteinelor. In acest caz trebuie facute urmatoarele
precizari:
1. pentru aprecierea masei moleculare este necesar ca amestecul de

proteine marker (cu mase moleculare cunoscute) sda fie supus
electroforezei simultan cu proba de analizat;

2. separarea proteinelor in functie de masa moleculard nu este una
liniard, de aceea se pot aprecia corect masele moleculare doar
pentru proteinele din zona centrala a gelului;

3. masa moleculara relativa a proteinelor poate varia in functie de
starea de reducere a legaturilor disulfidice; prezenta legaturilor
disulfidice nereduse duce la scaderea masei moleculare relative cu
2-4 kDa (/4), iar prezenta legaturilor incomplet reduse duce la
aparitia a doud benzi apropiate ca masa; analiza comparativa a
aceleiasi proteine tratate si netratate cu agenti reducatori poate
oferi informatii legate de prezenta puntilor disulfidice.

Limitari:

Folosind acest sistem de separare, glicoproteinele migreaza foarte
incet. Aceasta comportare se datoreaza faptului ca partea glucidica din
structura glicoproteinelor leaga foarte slab SDS-ul. Pentru imbunatatirea
vitezei de separare se poate folosi sistemul tampon propus de Poduslo
(1981), care foloseste Tris-borat-EDTA ca tampon de migrare (/5).

Sistemul de separare al lui Laemmli (Glicina-SDS-PAGE) permite
separarea proteinelor cu masa moleculara mai mare de 15 kDa. Pentru
proteinele cu masele moleculare mai mici decat aceastd limita este
indicatd utilizarea sistemului Tricind-SDS-PAGE descris de Schagger
(2006) (14). Acest sistem nu ofera informatii legate de gradul de
oligomerizare a proteinelor si nu permite aprecierea masei moleculare
native, pentru rezolvarea acestor aspecte fiind necesara utilizarea altor
tehnici precum cromatografia de filtrare prin gel (pentru detalii, consultati
subcapitolul VIII- 5 Determinarea maselor moleculare native utilizand
cromatografia de filtrare prin gel (GF), pagina200).
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Materiale necesare:

Se utilizeaza aceleasi materiale folosite in cazul electroforezei in

conditii native, la care se adauga:

l.

tampon de electroforeza Tris-Glicina-SDS (Tris-baza, 25 mM
glicind 250 mM, SDS 0,1%) — se prepara prin dizolvarea a 3,02 g
Tris-baza, 18,8 g glicina, 10 ml SDS 10% in 1000 ml apa distilata;
in cazul utilizarii frecvente se pot prepara solutii de pana la 10X
mai concentrate, acestea necesitand diluare nainte de folosire;
solutie 10% SDS; aceasta se prepara prin dizolvarea a 10 g SDS in
90 ml apa distilata; pentru dizolvare completa poate fi necesara
incdlzirea; solutia se pastreaza la temperatura camerei;

SDS-ul se prezinta sub forma unei pulberi fine, usor
antrenata de curentii de aer. Inhalata, pulberea produce
iritarea mucoasei nazale, din acest motiv cdntarirea Si
manipularea acestui compus trebuie sa se realizeze numai
purtand masca de protectie.

solutie tampon pentru probe 4X — TRIS-HCI 200 mM (pH 6,8),
albastru de bromfenol 0,4%, glicerol 40%, SDS 8%— pentru
prepararea a 10 ml solutie tampon se dizolva 0,04 g albastru de
bromfenol si 0,8 g SDS in 4 ml apa distilata, se adauga 2 ml
tampon TRIS-HCl 1 M pH 6,8 (pentru gelul de concentrare) si
4 ml glicerol; solutia se poate pastra la temperatura camerei sau la
frigider;

solutie stoc ditiotreitol (DTT) 1 M — se dizolva 0,154 g DTT in
1 ml apa distilata; solutia se pastraza la congelator; in calitate de

agent reducator se poate utiliza si beta-mercaptoetanol in aceeasi
concentratie.
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Mod de lucru

A. Turnarea gelului de poliacrilamida

Operatia se realizeaza identic ca in cazul electroforezei in conditii
native, cu observatia ca in compozitia gelurilor intrd si SDS-ul, urmand
indicatiile din Tabelul 21 (pagina 250) si Tabelul 22 (pagina252).
Concentratia gelului de separare se alege in functie de dimensiunea
proteinei de interes, urmand indicatiile din Tabelul 23. De precizat ca
rezolutia in limitele superioara si inferioara este redusa.

Tabel 23. Dependenta dintre concentratia gelului de separare si masele
proteinelor posibil a fi separate (dupa Ausubel, 2002) (16)

Concentratie gel de separare Limite mase proteine
(%) (kDa)
6 60 -200
8 30-95
10 16-70
12 12-60
15 12-45

B. Pregatirea probelor

Cantitatea de proteine ce pot fi separate pe un gel depinde de
dimensiunile acestuia. Ca punct de reper, pe un gel in format mini, cu
dimensiunile de 8 x 10 cm si grosimea de 0,1 cm se pot separa amestecuri
de proteine cu un continut de pana la 25-30 ug si proteine purificate cu un
continut de pana la 5 pug.

Intr-o microeprubetd Eppendorf se repartizeazi 5 pl tampon pentru
probe 4X in care se adauga solutia de analizat continutd intr-un volum X
(de maximum 15 pl). Se completeaza amestecul cu 2 ul solutie DTT 1 M
si apa distilata pana la volumul final de 20 pl, dupa care se incalzeste la
95°C timp de 5 minute. Dupa ricire probele se incarca cu o seringd
Hamilton, in godeurile din gel.
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C. Separarea electroforetica propriu-zisa

Se procedeaza identic cd si in cazul separdrii in condifii
nedenaturante. Gelurile se scot dintre placile din sticla, se clatesc cu apa
distilata si se prelucreaza in vederea detectiei proteinelor separate dupa
una din metodele descrise In continuare.

X.3 Detectia proteinelor separate prin
electroforeza pe geluri de poliacrilamida

Proteinele separate prin electroforeza (nativa sau denaturantd) pot
fi detectate folosind doua metode distincte:
A. colorarea gelurilor de poliacrilamida,

B. electro-transferul lor pe membrane si identificarea proteinelor utilizand
tehnici imunologice (pentru detalii consultati capitolul X/— Evidentierea
imunologica a proteinelor — Tehnica Western-Blot, pagina 273).

Colorarea gelurilor de poliacrilamida in vederea
evidentierii proteinelor

Pentru evidentierea proteinelor separate pe gelurile de
poliacrilamida au fost descrise numeroase protocoale ce pot fi impartite in
doua categorii marti:

1. coloratii specifice cu care sunt evidentiate doar anumite fractiuni
din toate proteinele separate; aceste coloratii se folosesc in special
pentru evidentierea unor enzime; metode specifice, adaptate pentru
diferite tipuri de enzime sunt prezentatate de Manchenko (2002) (17);

2. coloratii nespecifice care realizeaza colorarea uniforma a tuturor
proteinelor separate.

Diversele metode de colorare difera intre ele prin nivelul de
sensibilitate si prin complexitatea procedurii, aceste doua elemente fiind
esentiale in alegerea protocolului de colorare de urmat (Tabel 24).
Avantajele si dezavantajele fiecarei metode, precum si alte metode de

colorare ce nu sunt mentionate in lucrarea curentd sunt prezentate de
Westermeier ef al. (2008) (18).
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TABEL 24. Metode de colorare a gelurilor de poliacrilamida in vederea
evidentierii fractiunilor proteice (dupa Gerstein 2001,(12) cu modificari)

Metoda de colorare Sensibilitate Observatii
Coomassie 0,3-1 pg/banda Simpla, traditionala, cu
brilliant blue R-250 sensibilitate redusa.

Recomandata pentru
gelurile SDS-PAGE, dar

Coomassie brilliant 100 ng/banda
blue G-250 (coloidal)
Coloratie cu argint 10 ng/banda

Coloratie cuprica 10-100 ng/banda

Coloratie cu Zn 10-100 ng/banda

Coloranti
luminescenti tip
SYPRO

1-8 ng/banda

poate fi folosita s1 pentru
gelurile native (in acest caz
proteinele se coloreaza mai
slab si sensibilitatea scade)

Recomandatda pentru toate

tipurile de geluri,
sensibilitate ~ bunda  dar
necesitd un timp mai

indelungat de colorare.

Sensibilitate foarte buna,
dificil de realizat, necesita o
calitate deosebit de buna a
reactivilor utilizati

Rapida si usor de realizat,
nu poate fi aplicatd decat
pentru gelurile cu SDS.

Rapida si usor de realizat,
nu poate fi aplicatd decat
pentru gelurile cu SDS.

Rapida si usor de realizat,
aplicabila tuturor tipurilor
de geluri, necesita sistem de
achizitie a imaginilor in UV
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Colorarea cu Comassie Brilliant Blue R-250
Principiul metodei:

Colorarea cu Comassie Brilliant Blue R-250 este cea mai utilizata
metoda de evidentiere a proteinelor pe gelurile de poliacrilamida datorita
simplitatii sale. Proteinele sunt simultan fixate si colorate utilizdnd o
solutie metanolica de Comasssie Briliant Blue R-250 (colorant textil
cunoscut sub numele comercial de Acid Blue 38 (/7). Colorantul are
proprietatea de a se lega specific de moleculele proteice, astfel incat
acestea vor aparea colorate in albastru pe un fond transparent. Colorantul
se leaga de toate proteinele colorandu-le uniform.

Materiale necesare:

1. solutie pentru colorare — se prepara prin dizolvarea a 0,25 g
Comassie Brilliant Blue R250 in 100 ml amestec metanol:acid
acetic:apa distilata 45:10:45 (v/v). colorantul se dizolva in metanol
dupa care se adauga apa si acidul acetic;

Metanolul este deosebit de toxic pentru organismul uman.
Ingestia, inhalarea sau absorbtia cutanata a unei cantitafi
de metanol (> 20 mg%) determina simptome primare

% precum depresia sistemului nervos central, cefalee, vertij,
greata, pierderea echilibrului, confuzie, scaderea acuitatii
vizuale etc., iar dupa aproximativ zece ore apar
distrugerea nervului optic §i acidoza. Doza letala este de
1-2 ml metanol pur/kg corp.Pentru a se evita intoxicarea
cu metanol se recomanda manipularea cu grija a
acestuia, utilizand echipamente de protectie (halat,
manusi, mascd de protectie).

2. solutie pentru decolorare — metanol:acid acetic: apa 45:10:45 (v/v);
3. solutie pentru fixare — acid acetic 10%;
4. agitator orbital de laborator;
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5. wvas de colorare cu capac, din material plastic sau sticla.
Mod de lucru

Dupa separarea electroforetica, gelul de poliacrilamida este clatit,
dacd este cazul, cu apa distilatd pentru Indepartarea SDS-ului, dupa care
este plasat intr-un vas cu aproximativ 5 volume de solutie pentru colorare
(sau o cantitate suficientd pentru a acoperi complet gelul). Se incubeaza
sub agitare timp de aproximativ doua ore, dupd care se
indeparteazacolorantul. Gelul se clateste cu apa distilatd pentru
indepartarea excesului de colorant, dupa care se imerseaza in solutia de
decolorare unde se mentine timp de 4-8 ore. In acest timp, solutia de
decolorare se schimba de 3-4 ori, dupa ce devine puternic colorata.
Decolorarea este consideratd finalizatd cand fundalul devine transparent.
Uneori, dupa decolorare, benzile pot fi usor difuze, iar fundalul usor
colorat. Mentinerea gelului in solutia de fixare timp de 10-20 ore
conduce la rezolvarea acestor probleme. Timpii de incubare variaza in
limite destul de largi in functie de dimensiunea gelului, valorile
mentionate fiind valabile pentru un gel de format mini.

Odata decolorarea finalizata, gelul poate fi supus analizei prin
fotografiere, scanare, densitometrare(pentru detalii consultati subcapitolul
Fotografierea gelurilor si analiza imaginilor. Stabilirea masei moleculare
relative, pagina 264) sau poate fi pastrat in solutia de fixare pentru
perioade mari de timp. O modalitate mai simpld de pastrare a gelurilor
este uscarea lor, folosind dispozitive specifice. Prin uscare rezolutia
gelului scade, motiv pentru care este indicat ca gelul sa fie mai intai
fotografiat si apoi uscat.

Viteza de decolorare poate fi marita prin:

a. folosirea unei solutii de metanol 30% si acid acetic 10%;
mentinerea prelungitd a gelurilor in aceasta solutie duce la scdderea
intensitatii benzilor corespunzatoare fractiilor proteice;

b. incalzirea solutiei de decolorare la temperaturi mai mari de
45°C; operatia trebuie sa se realizeze insd cu atentie deosebitd datorita
prezentei metanolului inflamabil si toxic.

Un protocol alternativ de decolorare, care elimind necesitatea
utilizdrii metanolului, foloseste pentru colorare o solutie de Comassie
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Brillant Blue R-250 0,25% in isopropanol:acid acetic:apa 25:10:65 (v/v)
iar pentru decolorare etanol:acid acetic:apa 10:10:80 (v/v).

Colorarea cu argint a gelurilor de poliacrilamida

Metodele care folosesc argintul pentru evidentierea proteinelor pe
geluri de poliacrilamida descrise in literaturd pot fi impartite in doua
categorii: metode care folosesc argint amoniacal si metode care utilizeaza
nitratul de argint (//). Sunt preferate metodele din ultima categorie,
deoarece solutiile de nitrat de argint sunt mai usor de preparat si nu
genereaza subprodusi potential explozivi. Metoda de colorare prezentata
mai jos a fost descrisd de Sammons et al. (1981)(/9) si modificata de
Schoenle et al. (1984) (20). Metode alternative de colorare utilizand
argintul sunt descrise si de Ausubel ef al. (2004) (16).

Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe reducerea diferentiatda a ionilor de argint
legati de catenele laterale ale aminoacizilor. Gelul este impregnat cu ioni
de argint, care sunt supusi apoi unei reactii de reducere sub influenta unei
aldehide. Reactia este initiata de molecule proteice care se vor colora, in
timp ce gelul va ramane incolor.

Avantaje:

- sensibilitatea neegalata de nici o altd modalitate de evidentiere a
proteinelor

- poate fi utilizatd atat pentru geluri obtinute prin electroforeza in conditii
denaturante, cat si pentru cele obtinute prin electroforeza in conditii
native, prin izoelectrofocusare sau electroforeza bidimensionala.
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Limitari:

- sensibilitatea deosebitd atrage dupa sine o serie de dezavantaje care
se refera in special la usurinta cu care o serie de factori interfera cu
procesul de colorare. Respectarea timpilor de incubare, calitatea
reactivilor si curatenia ustensilelor utilizate sunt esentiale pentru
obtinerea unor rezultate reproductibile.

- colorarea proteinelor nu este uniforma, ci depinde de compozitia in
aminoacizi a proteinelor luate in studiu. Legarea Ag de moleculele
proteice s1 prin urmare colorarea sunt dependente de prezenta
diverselor grupe functionale (carbonil, sulfhidril) de pe catena
polipeptidica.

Materiale necesare

solutie de fixare — etanol:acid acetic: apa 30:10:60 (v/v);

. etanol 30% 1n apa deionizata (sau bidistilatd);

3. solutie stoc AgNOs; 20% in apd deionizatd (sau bidistilata); se
pastreaza la temperatura camerei, in vase de culoare bruna, bine
inchise; Tnainte de utilizare se prepara o solutie 0,1% prin diluare
cu apa deionizata (sau bidistilatd);

4. solutie carbonat de sodiu 2,5%, formaldehida 0,02% — se prepara

extemporaneu prin dizolvarea a 2,5 g carbonat de sodiu si

0,054 ml formaldehida 37% in 97,48 ml apa deionizata (sau

bidistilatd);

N —

é% Vaporii de formaldehida sunt toxici, motiv pentru care
solutia trebuie pregatita sub nisa.

5. solutie de stopare — acid acetic 1% in apa deionizata (sau
bidistilatd)

agitator orbital de laborator;

7. vas pentru colorare;

.O\

Eventual, dupa caz sunt sunt necesare de asemenea si:
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8. solutie A — se prepard prin dizolvarea a 37 g NaCl si 37 g CuSOq4
in 850 ml apa deionizata (sau bidistilatd); se adauga NH,OH
concentrat pana se formeaza un precipitat albastru care apoi se
dizolva;

9. solutie B — se dizolva 436 g Na,S;03 in 900 ml apa deionizata
(sau bidistilata); se aduce solutia la 1000 ml cu apa deionizata (sau
bidistilatd).

Mod de lucru:

1. dupa terminarea electroforezei (marcatd de momentul in care
frontul colorantului paraseste gelul) se desprinde gelul dintre placile din
sticla si se mentine in cel putin cinci volume solutie de fixare timp de
absolut necesar ca toate etapele de manipulare a gelului sa se realizeze
doar cu manusi.

2. se indeparteaza solutia de fixare, apoi gelul este spalat de doud
ori in cel putin 5 volume etanol 30% timp de 30 minute sub agitare:

3. se spald gelul din nou de doua ori in cel putin zece volume apa
deionizata (sau bidistilatd) timp de 10 minute, la temperatura camerei, sub
agitare; 1n aceasta etapa de rehidratre gelul se va umfla usor.

4. se initiazacolorarea propriu-zisaprin incubarea gelului timp de
30 minute in cel putin cinci volume solutie 0,1% AgNO; preparata
extemporaneu din solutia stoc.

5. solutia de AgNO; se arunca si se spald fiecare fatd a gelului
timp de 20 minute cu ajutorul unei pisete cu apa deionizatd (sau
bidistilatd); nu trebuie permisd uscarea nici uneia dintre fetele gelului,
deoarece aceasta va duce la aparitia de artefacte.

6. in vederea dezvoltarii culorii, gelul se incubeaza in solutie
proaspat preparata de carbonat de sodiu 2,5% si formaldehida 0,02%, la
temperatura camerei, sub usoara agitare; in general, benzile vor deveni
vizibile in doar cateva minute; reactia se intrerupe in momentul in care
benzile prezintd intensitatea doritd; aceastd etapd nu trebuie prelungita
foarte mult timp pentru a se preveni colorarea gelului; reactia se opreste
prin spalarea gelului cu acid acetic 1% timp de cateva minute; gelul este
apoi spalat de cateva ori cu apa deionizata timp de cate 10 minute;

7. dacd pe suprafata gelului apare un film stralucitor de argint,
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acesta poate fi indepartat prin spalare cu o solutie reducatoare preparata
prin combinarea unor volume egale din solutiille A si B si diluarea
amestecului cu trei volume de apa deionizata.

Dupd colorare, gelul poate fi imediat fotografiat si pastrat prin
uscare.

X.4 Fotografierea gelurilor si analiza imaginilor.
Stabilirea masei moleculare relative

Gelul rezultat, continand fractiunile separate, poate fi analizat prin
vizualizare directd. Realizarea de operatii mai complicate, precum
cuantificarea benzilor, aprecierea maselor moleculare relative sunt dificil
de efectuat si sunt susceptibile de erori doar prin simpla observare cu
ochiul liber. Din aceste motive este preferatd utilizarea unor metode
standard, care elimina erorile introduse de subiectivismul operatorului.

O astfel de metoda consta in fotografierea gelurilor si analiza lor
cu ajutorul programelor specializate. Aceastd abordare ofera si avantajul
ca imaginea gelului poate fi pastrata pe termen nelimitat si reprodusa ori
de cate ori este nevoie.

Achizitia imaginilor gelurilor de poliacrilamida sau de agaroza,
indiferent de coloratia utilizata (vizibil sau cu fluorescentd), se poate
realiza fie prin utilizarea unor camere video, fie prin utilizarea unor
scanere.

Camerele video CCD (engl.Charge-Coupled Device) sunt in
general plasate in interiorul unei incinte obscure si permit fotografierea
gelurilor de dimensiuni mici. Ele prezintd avantajul cd pot achizitiona
semnalul luminos o perioadd mai indelungata de timp, oferind astfel o
sensibilitate mai mare. Camerele cu sensibilitate foare mare au, in
general, senzorul de lumind ricit in mod activ. In comert existd
numeroase solutii de achizitie a imaginilor oferite de producatori precum
Bio-RaD (sistemele GelDoc) UVP (sistemele GelDoc IT, BioDoc IT) sau
Vilber-Lourmat (sistemele Bio-Vision).

Scanerele (fie ca este vorba de scanere speciale pentru aplicatii de
laborator sau de scanere obisnuite de birou) trebuie sd fie rezistente la
umezeald si sa poata scana 1n transmitantd. Scanerele de birou nu pot fi
utilizate pentru geluri fluorescente (gelurile de agaroza colorate cu
bromura de etidiu). Amersham Biosciences comercializeaza o gama foarte
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variata de scanere, cu aplicatii multiple.

Dupa ce se realizeaza achizitia imaginilor, acestea pot fi prelucrate
si analizate folosind diverse pachete software. In general, producatorul
sistemului de achizitie a imaginilor pune la dispozitie aceste programe de
analiza (VisionWorks LS, UVP; Photo-Capt, Vilber-Lourmat; Quantity
One 1-D, Bio-RAD). Exista, de asemenea, solutii independente de
sistemul de achizitie precum ImageQuant TL propus de Amersham
Biosciences. Preturile de achizitie sunt destul de ridicate, insa ofera o
foarte mare usurinta de utilizare.

O solutie mai putin costisitoare, dar care cere mult mai multe
cunostinte si experientd din partea operatorului este Imagel (21).
Programul, dezvoltat de National Institute of Health (NIH), USA,
foloseste tehnologia Java, fiind astfel independent de sistemul de operare.
Gama de operatii pe care o poate realiza este usor de marit prin
dezvoltarea de p/ug-in-uri. Acestea, ca si aplicatia in sine, sunt disponibile
gratuit pe site-ul web oficial: http://rsbweb.nih.gov/ij/.

Avantaje:

Programul Imagel poate fi utilizat pentru aprecierea masei
moleculare relative, Rf-ului, stabilirea concentratiei unei probe
necunoscute folosind fotografia unui gel (indiferent daca este vorba ADN
sau proteine) sau fotografia unei placi de cromatografie in strat subtire.

Limitari:

Aplicatia ImageJ nu este foarte usor de utilizat, presupunand
realizarea §1 respectarea unor suite de actiuni foarte stricte. Din aceste
motive, procesarea de geluri complexe, cu un numar mare de fractiuni
dureaza foarte mult timp. Programele specializate, mentionate anterior, au
avantajul ca realizeaza toate aceste etape automat.

Densitometrarea gelurilor nu este cea mai indicata metoda pentru
determinarea concentratiei unei proteine dintr-un amestec. Operatia se
poate realiza, dar este necesara utilizarea si raportarea foarte precis la un
set bine stabilit de proteine etalon. Astfel, pentru a obtine valori absolute
(mg proteind) este necesar ca fiecare gel sa contind probe standard cu
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concentratii cunoscute. Cele mai indicate sunt standardele care contin
chiar proteina de interes, in lipsa acesteia putdndu-se utiliza si proteine
purificate comune (de exemplu albumina serica bovina, BSA). Gama de
concentrafii a standardelor trebuie sa fie aleasa in asa fel incat proba
necunoscutd si aibd o concentratie intermediara. In acest caz, cantitatile
obtinute vor fi exprimate ca mg BSA.

Mod de lucru:

In continuare sunt prezentate etapele necesare aprecierii masei
moleculare si concentratiei unei probe pe un gel SDS-PAGE. Trebuie
mentionat ca aceste etape sunt identice si in cazul cuantificarii unui gel
ADN sau a unei placi cromatografice.

Aprecierea concentratiei unei probe necunoscute se realizeaza
parcurgand urmatorii pasi:

1. se separara electroforetic proba de interes simultan cu
standardele si amestecul de proteine cu mase moleculare cunoscute,
urmand protocolul descris anterior; Dupa separare, gelul este colorat si
fotografiat in format .tif sau .jpeg (Figura 28);

2 3 4 5

FIGURA 28. Imaginea unui gel SDS-PAGE

cu godeurile marcate in aplicatia ImageJ

1 — marker de masa moleculara, 2 — proba de
concentratie necunoscuta, 3,4,5 - standarde
continénd 9; 2,5; 0,5 ug proteina

IR IR
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2. se lanseaza aplicatia imageJ si din meniul File se selecteaza
comanda Open;, se indica calea catre fotografia de interes;
3.se selecteaza Rectangular Selection si se marcheaza primul godeu;

Dreptunghiul ce selecteaza godeul trebuie sa fie suficient
de mare astfel incat sa poata fi mai apoi mutat pe fiecare
lane in parte; dimensiunea lui nu poate fi modificata dupa
selectia primului godeu

Se apasd Ctrl+1 (sau se acceseaza Analyze — Gels — Select first
lane) ceea ce va duce la marcarea si numerotarea primului godeu;
dreptunghiul de selectie este apoi mutat pe urmatorul godeu, si se apasa
Ctrl+2 (Analyze — Gels — Select next lane); se procedeaza astfel cu toate
godeurile de interes, dupa care se apasa Ctrl + 3 (4nalyze — Gels — Plot
lanes); se va deschide o noud fereastra care va contine densitograma
gelului, fiecare godeu fiind reprezentat pe orizontala; Fractiunile separate
se transforma in peak-uri a caror arie este dependentd de concentratia
proteinei corespunzatoare; in acest punctimaginea de pe ecranul
monitorului este asemandtoare cu cea prezentatd in Figura 29.
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FIGURA 29. Interfata de utilizare a programului ImageJ.
A - fereastra principalda cu bara de instrumente; B - fereastra pentru marcarea
godeurilor: C — fereastra cu densitograma gelului

4. se selecteaza Straight line selection si prin trasarea de linii se
stabileste linia de baza pentru fiecare peak; pentru etapa urmatoare este
absolut necesar ca fiecare peak sa delimiteze un perimetru inchis;

5. se selecteaza Wand (tracing) tool si se face click pe fiecare peak
corespunzator unei fractiuni care trebuie cuantificatd; va aparea o noud
fereastra, in care sunt prezentate ariile peak-urilor masurate; aceste arii
vor fi utilizate pentru aprecierea cantitdfii de proteine, prin trasarea
unei curbe de etalonare; operatia se poate realiza direct pe hartie
milimetricd sau folosind programe specializate (Ex. Microsoft Excel);
Un exemplu de arii si curba de etalonare (realizata cu standardele 3; 4; 5)
este prezentat in Figura 30.
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FIGURA 30. Rezultate tipice obtinute prin densitometrarea unui gel SDS-PAGE

(A) si trasarea curbei de etalonare (B).

Utilizand dreapta de etalonare obtinuta din ariile probelor 3, 4 si 5 se
poate calcula cantitatea de proteind din proba necunoscutd (proba 2,
mg proteind = (5513,820 - 27.94)/688.59 = 7,96 mg.

Pentru aprecierea masei moleculare relative este necesara migrarea
in paralel a unor proteine cu masa moleculara cunoscuta (in cazul gelului
din Figura 28, godeul 1, Sigma Wide Range Protein Markers). Etapele
care trebuie parcurse sunt identice cu cele folosite pentru aprecierea
concentratiei pana la punctul 3, dupa care se procedeaza astfel:

1.

se inchide fereastra continand densitograma si se raspunde da la
intrebarea daca se doreste salvarea imaginii; din meniul File se
selecteazd comanda Open si se indica calea catre imaginea salvata;
se selecteaza Straight line selections i cu ajutorul cursorului,
tinand tasta Shift apasata se traseaza o linie orizontala de la capatul
din stinga al densitogramei pana la varful peak-ului de interes;

se apasa Ctrl+M (sau se acceseaza meniul Analyze — Measure)
pentru a masura distanta marcata; se va deschide o fereastra care
ne aratd rezultatul mdsurdtorii (lungimea portiunii marcate si
unghiul); Valoarea unghiului trebuie sa fie zero la toate masuratorile;
etapele 7 si 8 se repetd pentru toate fractiunile (peak-urile)
standard si pentru proba; se masoard de asemenea distanta de la
capatul din stanga al desitogramei pana la peak-ul corespunzator
frontului colorantului (sau pana la capatul din dreapta, daca
colorantul nu este vizibil); rezultatele obtinute pot fi salvate in
format .cvs si importate in Microsoft Excel; se imparte distanta
obtinutd pentru fiecare peak la distanfa corespunzatoare
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colorantului pentru a obtine valoarea mobilitatii relative a fractiei
respective (Rf) (22); se construieste o curba de calibrare prin
plasarea pe un sistem de coordonate a valorilor Rf si a valorilor
logaritmului maselor moleculare ale proteinelor standard; de pe
dreapta obtinuta, prin extrapolare, se poate determina masa
moleculara a probei necunoscute.
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