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Analiza in-vitro a proteinelor — cromatografia, electroforeza, IEF, metode imunologice

Prof. Dr. Marius Mihasan



Analiza in-vitro a proteinelor — un proces etapizat

Pentru a putea studia proprietatile si rolul unei proteine de interes, este esential ca IETCTTIEI Molecular omponents ofan . colfCell
aceasta sa fie obtinuta in forma pura. O celula contine insa numeroase molecule ne-proteice, =:'é‘|§§§rf:'i'f ":ﬁ:«mi
precum si mii de tipuri de proteine diferite. Procesul de purificare a unei proteine dintr-un water s -
amestec nu este unul trivial si se foloseste de diverse proprietati prin care proteina de .
interes diferd de proteinele contaminante, precum mas3, sarcini sau afinitate. in prezent nu || sovmcswise

Lipids

exista metode universale de purificare care sa functioneze pentru orice proteina de interes, Momaaterc

subunits and

intermediates

desi metodele bazate pe clonare si expresia proteinelor recombinate cu tag-uri specifice sunt [ icions
etape importante in aceasta directie. e —

Purificarea unei proteine de interes presupune parcurgerea urmatoarelor etape generale:

1. Obtinerea extractului brut — prin simpla liza a sursei proteinei de interes (tesut sau celule); contine toate
componentele celulare;

2. Fractionarea componentelor celulare sau separarea organitelor celulare daca este cazul; cel mai frecvent se
realizeaza prin centrifugare diferentiata; cea mai simpla fractionare se realizeaza prin centrifugare la viteza mare
pentru separarea membranelor celulare si componentelor insolubile de proteinele citoplasmatice solubile;

3. Fractionarea proteinelor — consta in separarea celor cateva mii de proteine diferite dintr-un extract in fractii ce
grupeaza proteine cu proprietati foarte similare. (din DEX: fractie = Numar care exprima una sau mai multe parti
dintr-un intreg; toate fractiile proteice obtinute alcatuiesc extractul initial)

Cel mai frecvent fractionarea se realizeaza prin:

A. Precipitare diferentiata — nu toate proteinele au aceeasi solubilitate, aceasta proprietate variind foarte mult

functie de pH si concentratia de saruri din solutie. Prin modificarea acestor parametri, se pot precipita unle proteine

(cele cu solubilitate redusa) si separa dintr-un amestec de cele cu solubilitate mare. Cel mai utilizat sistem este

precipitarea cu (NH,),SO, : in extractul continand proteine se adauga (NH,),SO, pana la concentratia de 30% si se

separa proteinele precipitate; apoi se creste concentratia pana la 60% si se separa proteinele precipitate. Extractul a

fost astfel fractionat n 3 fractii — care sunt acestea?
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Cromotografia ca metofa de fractionare ‘

B. Cromatografia este de departe cea mai frecventa metoda de fractionare a
proteinelor; extractul proteic sub forma unei solutii numite faza mobila este
amplasat pe o coloana cromatografica si patrunde prin materialul poros al
acesteia (material denumit faza stationara).

Proteinele interactioneaza diferentiat cu faza stationara si se
vor separa functie de taria acestor interactiuni: proteinele ce
interactioneaza putin vor petrece putin timp in coloana, eluand
mai repede, cele ce au afinitate mare fata de faza stationara vor
petrece mai mult timp in coloana si vor elua mai tarziu.

: . . . .. Amestecde | 7
Materialul poros al fazei stationare este elementul cheie ce permite proteine —dad
selectarea proprietatilor functie de care sa se realizeze fractionarea
proteinelor. Functie de tipurile de interactiuni posibile intre faza . .

stationard si proteine, au fost descrise mai multe tipuri de giationars
cromatografie utilizabile in studiul proteinelor: '

a. Cromatografia de schimb ionic — foloseste diferentele ce exista intre
sarcinile electrice de pe suprafata proteinelor la un anumit pH; faza Celoana
stationara este o rasina sintetica ce contine fie grupe anionice (schimbété)la
cationic) fie grupe cationice (schimbator cationic). Afinitatea proteinelor
fata de rasina depinde de pH si de cantitatea de saruri;

b. Filtrare prin gel - separa proteinele functie de dimensiunea acestora; 2

c. Cromatografia de afinitate — se bazeaza pe afinitatea pe care unele proteine o au fata de molecule mici

A

ent

)

. . . . v . v v .y ]
(liganzi; Ex: ioni de metale; ATP; maltoza); faza stationara este o rasina Figure 3-16

sintetica ce contine liganzii atasati covalent; trecerea unui amestec de Lefthifger “riiclp & o4 Elachieind yuyp Ch v dion

© 2008 W.H.Freeman and Company
proteine pe coloana va face ca doar proteinele cu afinitate fata de
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Cromotografia ca metofa de fractionare

@ Large net positive charge
Net positive charge

© Net negative charge

@ Large net negative charge

Polymer beads with negatively
charged functional groups

Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers.

Proteins move through the column at rates
determined by their net charge at the pH
being used. With cation exchangers, proteins

with a more negative net charge move faster 1
and elute earlier.

lon-exchange chromatography
Figure 3-17a

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Porous polymer beads

Protein mixture is added
to column containing
cross-linked polymer.

Protein molecules separate
by size; larger molecules
pass more freely, appearing
in the earlier fractions.

Size-exclusion chromatography
Figure 3-17b

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Unwanted proteins Protein of interest
are washed through is eluted by ligand
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Affinity chromatography

Figure 3-17c¢
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Sistemele cormatografice automatizeaza fractionarile ‘
Pompa Injector

P I

Fractionarea proteinelor folosind tehnicile cromatografice se

realizeaza in sisteme cromatografice care cel mai frecvent sunt

alcatuite din:

1. rezervor cu solutie reprezentand faza mobila (M) — capacitatea M

minima a rezervorului este data de dimensiunile coloanei Rezervor cu solutie
cromatografice, fiind necesar ca acesta sa contina suficients faza faza mobila
mobila pentru a permite echilibrarea coloanei si separarea :
cromatografica propriu-zisa; i

C Coloana

|\ (\ N
2. pompa (P) —are rolul de a asigura un debit constant in timpul }} V \J J \
separarii; pentru GF este suficienta o pompa peristaltica simpla, : gy

A . S . D 1 || Detector
deoarece presiunile atinse in coloana sunt mici; aplicatiile mai i, )
complexe necesita o pompa cu piston sau chiar un sistem format din R |

doua sau patru pompe cu piston; : )

Recorder

3. injector (I) — permite injectarea probei de analizat in coloana la

momentul stabilit de utilizator. Tn cazul instrumentelor moderne

injector este inlocuit de un autosampler ce incarca automat probele F
de analizat; Im}‘ uu|u]n|u]=

Colector de fractii
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Sistemele cormatografice automatizeaza fractionarile ‘

4. coloana cromatografica (C) — este elementul in care se realizeaza
propriu-zis separarea; coloanele cromatografice contin diverse tipuri de¢ Mebile phase ’i""’":‘
faza stationara, functie de tipul de separare (SEC; HILIC; RPLC, HIC, IEX).

Control panel o

=

5. detector (D) — permite monitorizarea in timp real a concentratiei =
proteine din faza mobil3 la iesirea din coloana cromatografic3 si detec "!'o2mPer
momentului in care proteina investigata este eluata;

UV-PDA detector

Column compartment,
heater, injector

User interface

Solvent delivery

system (pump) Waters Alliance® HPLC System

(www.waters.com)

6. colector de fractii (F) — permite colectarea fractionata automata in eprubete separate a eluentului de pe coloang;
nu este obligatoriu, sistemelse cromatografice pot fi conectate direct la un spectrometru de masa;

7. aparat de inregistrare (recorder (R)) — are rolul de a prelua si prezenta grafic valorile inregistrate de catre detector;
informatiile sunt prezentate sub forma unui grafic numit cromatograma, pe abscisa (axa Ox) fiind reprezentat timpul
(sau volumul), iar pe ordonata (axa Oy) extinctia fazei mobile; Tn cazul sistemelor moderne de cromatografie, sistemul
de inregistrare este inlocuit de software-ul de control al intregului sistem cromatografic; acesta permite nu doar
monitorizarea, ci si ajustarea in timp real a parametrilor separarii.
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Electroforeza ca metoda de fractionare “

C. Electroforeza este o metoda de separare care se bazeaza pe capacitatea particulelor coloidale sau moleculelor
incarcate electric de a migra, sub influenta unui camp electric generat de doi electrozi, in directia electrodului
purtator 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 diferitd, separdndu-se in fractii. In principiu, aceast§
metoda poate fi aplicata tuturor macromoleculelor incarcate electric.

Electroforeza nu este utilizata pentru a purifica protein in cantitati mari, deoarce metodele cromatografice sunt
semnificativ mai eficiente in aceasta directie si pentru ca prin electroforeza structura tridimensionala a proteinelor
este in general afectata. Totusi, metodele bazate pe electroforeza sunt extrem de folosite mai ales ca metode
analitice prin care proteinele pot fi vizualizate si separate, permitand estimarea rapida a numarului de proteine
dintr-o proba sau a gradului de puritate a unei fractii. De asemenea, prin electroforeza se pot determina o serie de
proprietati importante ale proteinelor, precum masa moleculara relativa sau punctul isoelectric.

Functie de mediul in care se realizeaza separarea, se pot distinge 3 solutii tehnice pentru
realizarea separarii electroforetice a moleculelor:
1. Separarea in solutii tampon — foarte putin utilizata, importanta istorica. Reprezinta prima
metoda de separare electroforetica si a fost pusa la punct de Arne Tiselius in anul 1937;
2. Separarea in medii stabilizatoare (placi cu silicagel, filme, geluri). Functie de amplasarea
fizica a mediului stabilizator, putem distinge:

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius
1902-1971

2.A. electroforeza orizontala — pentru suporturi inerte fata de oxigen (hartie, placi de silicagel, amidon, agaroza.

2.B. electroforeza in sistem vertical - suporturi care trebuie ferite de oxigen, precum poliacrilamida. Reprezinta
tipul de electroforeza standard pentru separarea proteinelor.
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Tipuri de electroforezi - SDS-PAGE “

Electroforeza proteinelor in conditii denaturante (SDS-PAGE) O

Denumirea acestei metode face referire la faptul cd moleculele ~ """ ""0- s O~ Na’
proteice nu sunt separate in forma lor nativa, ci sunt denaturate sub

SDS - Sodium dodecyl sulfate O
actiunea temperaturii, a detergentului SDS-ului si agentului reducator

B-mercaptoetanol. Plierea tridimensionala a moleculelor proteice inlaturata, proteinele fiind transformate in
catenele liniare de aminoacizi. Suplimentar, SDS-ul se fixeaza pe catenele polipetidice intr-o cantitate
proportionala cu lungimea acestora si ecraneaza sarcinile datorate incarcarii aminoacizilor. Toate proteinele vor fi,
prin urmare, incarcate negativ, dimensiunea sarcinii fiind direct proportionala cu cantitatea de SDS fixata, adica cu
lungimea catenei. Tn acest tip de electroforezi separarea se realizeaza in functie de un singur parametru si anume

de lungimea catenelor polipeptice, adica masa moleculara.
Proteinele sunt separate pe geluri pe poliacrilamida (PAGE-

poliacrilamide gel electrophoresis) folosind un sistem tampon
discontinuu. Discontinuitatea se refera la 4 parametri: Tris-HCI pH 6.8

1. porozitatea gelului — gelul in care se realizeza separarea

electroforetica contine doua zone de concentratii diferite, una in

zona superioara de concentratie mica (pori de dimensiuni mari, gel

de concentrare) si una in zona inferioara de concentratie mare Tris-HCI pH 8.8

(pori de dimensiuni mici, gel de separare); g omoce
2. pH-ul gelului — gelul de concentrare are pH-ul 6,8 iar cel de Tris-Gly pH 8.3

migrare are pH-ul 8,8;

Tris-Gly pH 8.3

3. taria ionica a solutiilor tampon din interiorul gelului — gelul de concentrare contine 0,125 mol/I 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 Cl- iar tamponul de migrare glicina.
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Tipuri de electroforeza - SDS-PAGE

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

1. Etapa de concentrare a fractiilor proteice. Probele reprezentate de
solutia proteica sunt plasate in gelul de concentrare, al carui pH este de
6,8. La aceasta valoare a pH-ului, glicina (punctul izoelectric, pl=6,7)
este practic lipsita de sarcina electrica, iar Cl este incarcat negativ. La
aplicarea curentului electric, glicina va avea o mobilitate redusa
(datorita lipsei sarcinii), iar clorul va avea mobilitate maxima. Cele doua
molecule realizeaza doua fronturi, unul puternic incarcat negativ si
foarte mobil, si unul neutru cu mobilitate redusa. Proteinele au grade
diferite de incarcare datorita interactiunii cu gelul de poliacliamida si
vor avea mobilitati intermediare, plasandu-se intre frontul glicinei si cel
al clorului, realizand legatura intre aceste doua fronturi si formand asa-
numitul ,tren de ioni”. Cand acest tren al ionilor ajunge in zona de
contact dintre gelul de concentrare si cel de migrare, rezistenta
datorata 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. Tn gelul de separare, la pH
8,8, glicina este incarcata negativ si, datorita masei moleculare mici,
continua sa migreze impreuna cu frontul clorului cu o viteza relativ
mare, depasind frontul proteic intarziat la intrarea in acest gel.
Proteinele se desprind din trenul ionilor si se separa in functie de
sarcina electrica = masa moleculara.
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Tipuri de electroforeza - I1zoelectrofocusarea

Izoelectrofocusarea

O buna parte a aminoacizilor proteinogeni contin grupe
functionale care, in anumite conditii pot ioniza, si deci care pot
genera sarcini electrice (COOH in COO", -NH; in —NH,"). De
asemenea, MPT-urile pot introduce grupe functionale ionizabile
pe suprafata moleculelor proteice (PO,) si astfel genera sarcini.
lonizarea acestor grupe este influentata de pH-ul solutiei, in
sensul in care la valori de pH mici, majoritatea grupelor
functionale ce pot accepta H* 1i vor accepta si vor deveni neutre
sau pozitive. La valori mari de pH, majoritatea grupelor
functionale ce pot ceda H* ii vor ceda si vor deveni neutre sau
negative. Fiecare grupa functionala se caracterizeaza astfel

Protein pl

Pepsin <1.0
Egg albumin 4.6
Serum albumin 4.9
Urease 5.0
B-Lactoglobulin 5.2
Hemoglobin 6.8
Myoglobin 7.0
Chymotrypsinogen 9.5
Cytochrome ¢ 10.7
Lysozyme 11.0

Table 3-6
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

printr-o valoare specifica de pH ionizeaza, valoare de pH care se noteaza pK,. Grupele functionale ionizabile din
structura aminoacizilor se influenteaza reciproc, ceea ce face ca fiecare aminoacid sa fie caracterizat printr-o
valoare unica de pH la care nici una dintre grupele functionale nu sunt incarcate electric, aminoacidul fiind lipsit

de sarcina — punct izoelectric, pl.

Acelasi lucru este valabil si pentru proteine. Tn cazul rol, grupele functionale de ale aminoacizilor de la suprafata
moleculelor proteice pot ioniza si deci genera sarcini. Interactiunea dintre grupele functionale ionizabile de la
suprafata moleculei proteice face ca fiecare proteina sa fie caracterizata de un pl unic. Functie de valoarea acestuia,

proteinele se pot imparti in:
A. proteine acide, pl< 7,
B. Proteine bazice, pl>7.
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Tipuri de electroforeza - I1zoelectrofocusarea ‘

Indiferent de tipul lor, proteinele vor fi deci incarcate pozitiv la valori de pH mai mici decat pl, incarcate negativ
la valori de pH mai mari decat pl si neutre la pl. Pe aceasta variabilitate a sarcinii proteinelor functie de pH la care
sunt expuse se bazeaza metoda de fractionare numita - izoelectrofocusare.

Izoelectrofocusarea reprezinta o metoda de fractionare si separarea a proteinelor functie de valoarea pl-ului

acestora. Propriu-zis, proteinele sunt amplasate in geluriin
€ @) cathode

pH 9
)

X

¥

care a fost generat in prealabil un gradient de pH.
Prin aplicarea curentului electric, proteinele se
deplaseaza spre unul dintre electrozi, functie de
sarcina lor. Tn deplasarea lor spre electrozi,
proteinele trec prin zone ale gelului cu valori diferite
de pH si sarcina lor se modifica corespunzator.
Atunci cand o molecula proteica ajunge in zona
gelului ce are un pH egal ca valoare cu pl-ul sau,
sarcina proteinei devine nula si aceasta nu se mai
deplaseaza. Indiferent de timpul de aplicare al
curentului electric, o molecula protenca ajunsa la pl-
ul sau nu se va mai deplasa in gel. Prin aplicarea
indelungata a curentului electric, toate moleculele
proteice cu acelasi pl, indiferent de secventa si locul
unde erau amplasate in gel la inceputul separarii, . _.' '._ anode
vor migra si se vor concentra in aceeasi zond — loading run endpoint
denumirea tehnicii de izoelectroFOCUSARE.

o m
S
N N
=)
I
~l
CEECEANEE

¢
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Tipuri de electroforeza - 2D-PAGE

Electroforeza 2D-PAGE

Electroforeza 2D-PAGE este o metoda de separare a proteinelor in geluri de policarilamida (polyacrylamide gel
electrophoresis - PAGE) care combina principiile descrise anterior pentru a separa amestecurile proteice functie de 2

parametri sau dimensiuni (2D):

A. punctul izoelectric — printr-o etapa initiala de izoelectrofocusare

B. masa moleculara - printr-o etapa de SDS-PAGE.

. . _ .. . BandalIPG
Desi principiile si metoda in sine a fost introdusa inca
din anii 70, aceasta nu a fost utilizata foarte intens
datorita dificultitilor tehnice intampinate in: A. Izoelectrofocusare

- realizarea intr-o maniera repetabila a gradiului de pH;
- atasarea gelului pentru electrofocusare peste gelul SDS-
PAGE si tranferul proteinelor dintr-un gel in altul.

Tn prezent, prin utilizarea in etapa de electrofocusare
a unor benzi de gel in care compusii ce genereaza
gradientul de pH sunt imobilizati pe un gel de acrilamida
(benzi IPG — imobilized pH Gradient), 2D-PAGE a devenit
metoda de referinta pentru studiile de proteomica, ea
permitand inclusiv separarea moleculelor proteice cu
aceeasi secventa, dar cu MPT diferite (Ex. diverse nivele
de fosforilare)

&+

+ Proba de

[ voltage

fractionat

Spalare, adaugare de SDS, reducere
Banda IPG este amplasata 'péste gelul SDS-PAGE

+ Banda IPG
+ P
Ve ..J.. 5 - ..... - ....
Masil [ e © =< " '+ 1 B.SDS-PAGE
) - o . ...‘..
. . .-.'.
3 pl 9
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Detectia proteinelor pe geluri

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

1. coloratii specifice cu care sunt evidentiate doar anumite fractiuni din toate proteinele separate; aceste
coloratii se folosesc in special pentru evidentierea unor enzime;

2. coloratii nespecifice care realizeaza colorarea uniforma a tuturor proteinelor separate. Diversele metode de
colorare nespecifica difera intre ele prin nivelul de sensibilitate si prin complexitatea. Indiferent de metoda de
colorare, la baza sta reactia unui reactiv de culoare cu resturi specifice de aminoacizi din catena polipeptidica
(ex. nucleele aromatice). Din acest motiv intensitatea culorii nu depinde doar de cantitatea de proteina din
gel, ci si de secventa de aminoacizi a proteinei colorate.

3. Evidentierea imunologica

Tehnicile imunologice si-au gasit un numar foarte mare de utilizari in biologia moleculara, avand aplicatii diverse,
de la identificarea proteinelor cu ajutorul anticorpilor pana la purificarea proteinelor prin imunoprecipitare sau
cromatografie de imunoafinitate. Tn cele ce urmeaz3 sunt prezentate tehnicile ce stau la baza metodei cunoscute sub
numele general de Western-blot, metoda ce are ca scop evidentierea si identificarea specifica a moleculelor proteice
transferate pe membrane. La baza acestei tehnici stau anticorpii si proprietatile acestora.

Anticorpii sunt proteine serice care apar in organism ca raspuns la patrunderea antigenelor si au capacitatea de
a reactiona specific atat ,,in vivo” cat si ,,in vitro” cu antigenele care le-au indus aparitia. Anticorpii policlonali sunt
molecule de imunoglobuline (Ig) produse de diferite tipuri de limfocite B ca urmare a stimularii cu un antigen specific
ce prezinta mai multi epitopi diferiti. Spre deosebire de anticorpii monoclonali produsi de un singur tip de limfocit B
fata de un singur epitop specific, cei policlonali reprezinta un amestec de anticorpi, fiecare fiind determinat si capabil
sa reactioneze specific cu un anumit epitop din structura antigenului.
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Western-Blot

Imunobloting-ul

Tehnicile de imunobloting sau Western bloting-ul se utilizeaza in scopul identificarii unor proteine recunoscute
specific de anticorpi monoclonali sau policlonali.

Tn scopul identificdrii, proteinele sunt separate electroforetic folosind SDS-PAGE, dupa care sunt transferate pe
membrane de nitroceluloza, nailon sau difluorura de poliviniliden.

Imuno-detectia propriu-zisa consta in tratarea membranei cu un anticorp primar care se leaga specific de
proteina de interes. Situsurile de legare ramase libere sunt apoi blocate prin imersarea membranei intr-o solutie ce
contine un agent de blocare (o proteina sau un detergent inert din punct de vedere imunologic). Membrana este
spalata si apoi tratata cu un anticorp secundar anti-IgG ce se va lega de anticorpul primar. Anticorpul secundar
este modificat in mod specific, in sensul ca este cuplat cu o enzima ce poate genera in prezenta unui substrat
cromogen, produs colorat ce marcheaza prezenta proteinei de interes.

O variantd mai simpl3d de imunobloting este reprezentatd de dot-blot. Tn acest caz proteinele de interes nu mai

sunt separate electroforetic, ci sunt depuse direct pe membrana sub forma unui punct (dot, spot). Dot-blot-ul este
o tehnica preliminara folosita pentru a identifica prezenta unui antigen specific intr-o proba.
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Western-Blot ‘

Imunobloting-ul presupune parcurgerea a 2 etape distincte:
a. Electro-transferul proteinelor pe membrane

O metoda eficienta de transfer a
majoritatii proteinelor din gelul de
poliacrilamida pe membrane diverse este @Catod
reprezentatd de blot-ul semi-uscat. Tn acest
caz, gelul de poliacrilamida este plasat
orizontal, peste membrana, intre foi de
hartie de filtru saturate cu solutie tampon.
Electrozii sunt pusi in contact direct cu foile
de hartie de filtru, foarte aproape unul de
celalalt. Prin aplicarea unui curent de la o
sursa de curent standard precum cea
utilizata pentru electroforeza, proteinele
incarcate negativ vor migra rapid din pe
gelul de poliacrilamida pe membrana.

Hartie de filtru imbibata
in solutie tampon

Gel
Membrana de
nitroceluloza

(I

Hartie de filtru imbibata
in solutie tampon

<+— Placi anod

@ Anod

a. Imunodetectia proteinelor transferate pe membrane de nitroceluloza
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