METODI BIOCHIMICI 02 APRILE
La detection è una fase in cui si genera e si acquisisce un segnale. Quando in un gel ottengo una serie di bande ho solo una informazione qualitativa, se voglio quantizzare la mia proteina uso un sistema di densitometria o analisi dell’immagine. Alcuni strumenti sono in grado di leggere solo la luce visibile, mentre altri possono leggere anche segnali di fluorescenza. In alcuni casi si può rendere la proteina radioattiva e quantizzare la banda tramite autoradiografia. La macchina deve avere un buon potere di risoluzione cioè deve saper apprezzare due bande molto vicine come separate. Dalle macchine si ottiene un grafico costituito inizialmente da un segnale molto grande,ovvero un picco molto alto, ma l’intensità delle bande non è data unicamente dall’altezza del picco. La quantità di una banda è data dall’area sottesa al picco cioè dall’intensità per la dimensione.

SDS-PAGE (elettroforesi su gel di poliacrilammide con sodio dodecilsolfato)
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La SDS-PAGE è un metodo utilizzato per  l’analisi qualitativa di miscele di proteine che ne valuta anche la loro purezza. Questo metodo si basa sulla separazione delle proteine in base alle loro dimensioni quindi può essere sfruttato anche per determinare le loro masse molecolari relative. Il sodio dodecilsolfato (SDS) è un detergente anionico che insieme al β-mercaptoetanolo viene messo al contatto con la miscela contenente la proteina. La soluzione viene bollita, in questo modo la struttura proteica viene denaturata e il β-mercptoetanolo riduce i ponti disolfuro scindendo la struttura terziaria della proteina. La struttura filamentosa ottenuta in seguito a denaturazione interagisce con la SDS la quale si dispone lungo tutto il peptide, in genere ogni due residui amminoacidici. La SDS carica negativamente,elimina la carica nativa della proteina, pertanto maggiore è la quantità di SDS legata al peptide, maggiore è la quantità di cariche negative presenti e quindi maggiori sono le dimensioni della proteina. Quando si sottopone la soluzione alla corsa elettroforetica avrò una migrazione tanto minore, quanto più sarà elevato il quantitativo di cariche negative che per effetto del setaccio sono rallentate nella loro corsa verso il polo positivo. Poiché la carica assunta dalla soluzione è direttamente correlata alla grandezza della proteina con questa tecnica si più ricavare il peso molecolare. Infatti la mobilità relativa è proporzionale al log della massa molecolare. Di cruciale importanza è la struttura del gel di poliacrilammide. Questo è formato da due parti, una superiore denominata stacking gel ed una inferiore denominata resolving gel. Lo stacking gel è meno concentrato, di conseguenza lascerà passare in maniera indiscriminata anche proteine di proporzioni grandi. Questo gel è costituito da acrilammide al 4% con un pH di 6.8. il resolving gel, invece è molto più concentrato, ciò vuol dire che presenta pori di dimensioni minori che forniscono una maggiore risoluzione, poiché agiscono da setaccio molecolare. Il resolving gel è composto da poliacrilammide al 12% per un pH di 8.8. 
I campioni che devono essere separati vengono tutti caricati sullo stacking gel, più corto che serve a concentrare il campione di proteine in un’unica banda sottile prima che entri nel resolving gel. Questo sistema doppio permette alle bande di “partire” tutte insieme cosa che assicura un’elevata risoluzione. Il successo di questo metodo si basa fondamentalmente sulla differenza di concentrazione tra stacking gel e resolving gel, sulla loro differenza di pH e sulla teoria del controione.

È importante notare che la SDS-Page non può essere utilizzata per ricavare l’attività biologica di una determinata proteina perché la soluzione prima di essere sottoposta a tale analisi subisce denaturazione.

DETERMINAZIONE DEL PUNTO ISOELETTRICO
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La carica di una proteina è determinata dalla distribuzione superficiale della carica e quindi dal quantitativo di residui amminoacidici basici o acidi presenti sulla sua superficie. Il punto isoelettrico è il punto in cui ad un dato valore di pH la proteina ha carica superficiale nulla. La tecnica nota come isoelettrofocalizzazione (IEF) permette la separazione di sostanze anfotere (che hanno proprietà sia acide che basiche) come le proteine ed è basato sulla separazione delle molecole in funzione del loro punto isoelettrico.
Si utilizza un supporto fisico su cui viene  generato un gradiente di pH che aumenta linearmente. Il gradiente è generato grazie all’introduzione di sostanze chiamate anfoliti che possono coprire intervalli di pH più o meno ampi. Poiché le proteine devono potersi muovere liberamente nel gel, vengono utilizzati supporti poco concentrati per evitare l’effetto di setaccio molecolare, di solito si usa gel di poliacrilammide al 4%. Dopo aver generato una gradiente di pH grazie all’applicazione di una differenza di potenziale, tolto il potenziale si appoggiano su gel dei filtri di carta imbevuti con la soluzione da analizzare. Le proteine che si trovano in una zona con pH inferiore a quello del loro punto isoelettrico si caricano positivamente e migrano verso il catodo (-) e man mano che si spostano il pH circostante aumenta (aumentano quindi le cariche negative) e neutralizza la carica della proteina fino a quando questa non si trova in una posizione di equilibrio, ovvero essendo diventata neutra non risente più del campo elettrico. Viceversa se le proteine si trovano in un punto a pH maggiore rispetto a quello del loro punto isoelettrico migreranno verso l’anodo in maniera analoga. In questo modo non è neanche importante la zona in cui vengono posizionate le proteine perché comunque esse migrano verso i loro punti isoelettrici.
ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE

Questa tecnica combina la IEF con la SDS-PAGE. Infatti prima si svolge l’elettrofocusing con la quale si ottiene la prima dimensione. Il campione ottenuto è un gel in cui le proteine si sono separate a seconda del loro pI. Questo stesso gel viene poi sottoposto ad SDS-PAGE. Grazie a questo secondo passaggio le proteine si separano in base alla loro dimensione. Quindi ottengo una eletroforesi bidimensionale perché la prima dimensione è data dal punto isoelettrico e la seconda dimensione dalla massa molecolare della proteina. Questa è la tecnica più sofisticata per separare le proteine.
ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ESSAY (EMSA)
Saggio utilizzato per analizzare una combinazione di acidi nucleici  e proteine. Le applicazioni di questa tecnica possono essere quindi l’analisi di particolari elementi come gli enhancer o elementi regolativi come fattori di trascrizione che si trovano legati ad acidi nucleici. Questa tecnica si può utilizzare anche per sapere quanto un determinato fattoe di trascrizione si trova nel citoplasma e quanto nel nucleo.(….)
Sul prodotto elettroforetico possiamo osservare delle bande che corrispondono ai complessi oligonucleotide/proteina e si possono distinguere dalla proteina non complessata perché migrano di meno avendo una grandezza maggiore.

LA CROMATOGRAFIA
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La cromatografia comprende una serie di tecniche di separazione di molecole simili in base alle loro proprietà fisiche e chimiche. Tutti i sistemo cromatografici sono costituiti da una fase stazionaria (solido, gel , liquido) che è immobilizzata e si trova generalmente in un tubo o colonna e da una fase mobile liquida o gassosa, che fluisce sopra la fase stazionaria (che in sostanza è il supporto sul quale avviene la separazione). Le due fasi, la fase stazionaria e la fase mobile sono immiscibili e al loro interno si inserisce la soluzione da analizzare (analiti). Alla base della cromatografia c’è il coefficiente di partizione che descrive il modo in cui un analista si distribuisce tra le due fasi immiscibili. Se consideriamo A e B le due fasi immiscibili, il coeff di partizione Kd è dato da:   Kd= concentrazione nella fase A/ concentrazione nella fase B. 

La Kd è costante ad una determinata temperatura

Si possono distinguere due tecniche cromatografiche, la cromatografia su colonna e la cromatografia su strato sottile (vedi dopo). Le due tecniche di distinguono per il modo in cui il campione e la fase mobile sono applicati alla fase stazionaria. La fase mobile consiste generalmente di un solvente organico e viene fatta scorrere continuamente sulla fase stazionaria cosa che determina la progressiva separazione del campione nei suoi componenti (analiti). Gli analiti più solubili nella fase mobile si muoveranno più velocemente attraverso la fase stazionaria. Questi quindi giungeranno per primi al detector, il quale identifica i composti separati man mano che emergono dall’eluato che lascia la colonna. Il detector invia elabora un cromatogramma, ovvero la rappresentazione illustrata della risposta del rivelatore in funzione del tempo e del volume di eluizione. Il 
cromatogramma consiste in una serie di picchi che rappresentano l’eluizione dei singoli analiti(cioè a livello dei diversi picchi si possono individuare i componenti del campione). Così sulla base dei tempi di fuoriuscita degli analiti si potrà risalire alle loro caratteristiche. In particolare avremo un tempo di ritenzione (tR) che è il tempo che occorre all’analita per passare attraverso una colonna cromatografia e dipende dal tempo morto (tM ) uguale per tutti gli analiti, ovvero il tempo che occorre all’analita per passare attraverso gli spazi vuoti della fase stazionaria (volume vuoto) La differenza tra i due determina il tempo in cui l’analita viene trattenuto dalla fase stazionaria, elemento che ci fa risalire alle caratteristiche dell’analita. Quindi: t’R= tR – tM.
Uno dei parametri più importanti che contribuisce alla determinazione della capacità della cromatografia a separare gli analiti è il fattore di capacità k’.

Il fattore di capacità rappresenta il tempo relativo che occorre all’analita per fluire dalla colonna in relazione ad un’analita non trattenuto dalla  fase stazionaria o che comunque non interagisce con la matrice. K’ dipende da Kd, dalla lunghezza della colonna e da tR cioè k ‘ = t ’R/ tM.
L’efficienza di una cromatografia è data inoltra dal numero di piatti teorici N della colonna. I piatti teorici sono delle zone adiacenti in ciascuna delle quali c’è spazio sufficiente per l’analita per equilibrarsi completamente tra le due fasi. Il numero di piatti teorici dipende dalle proprietà geometriche della colonna e dalla omogeneità della fase stazionaria.

CROMATOGRAFIA SU CARTA
La fase mobile è costituita da un gas o un liquido contenenti il campione e la fase stazionaria è un solido (la carta, appunto) . la carta rigida viene immersa nella soluzione e si applica il campione il quale per capillarità migra sulla carta. Il solvente separa progressivamente le molecole lasciando delle strisciate sulla carta.
CROMATOGRAFIA SU STRATO SOTTILE (TLC)

La TLC è una derivazione della cromatografia su carta. La fase stazionaria è composta da piastrine di vetro rivestite da cellulosa. Le piastrine di vetro vengono ricoperte da uno strato molto sottile di fase stazionaria e siccome lo strato è così sottile il movimento della fase mobile attraverso di esso avviene normalmente per capillarità. La fase mobile è formata da solventi organici e questa tecnica è mirata prncipalemnte alla separazione di lipidi o piccole molecole. Per capillarità il campione verrà fatto correre sulla fase stazionaria dal solvente il quale agirà sul campione stesso separandolo nei suoi componenti (analiti) con questa tecnica è inoltre possibile studiare simultaneamente diversi campioni.

CROMATOGRAFIA SU COLONNA

Nella cromatografia su colonna la fase stazionaria è impaccata in una colonna di vetro o metallo e la fase mobile (eluente) passa attraverso la colonna. Nel caso in cui i campioni siano costituiti da proteine, come detector si utilizza uno strumento che legge sia a 260 che a 280 nm, sebbene la stima quantitativa della proteina non potrà essere obiettiva perché la lettura a queste lunghezze d’onda dipendono a loro volta dal quantitativo di Tyr e Trp. Gli analiti si separano in base al loro coefficiente di distribuzione.
CROMATOGRAFIA PER GEL FILTRAZIONE
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Il termine gel filtrazione è usato per descrivere la separazione di molecole sulla base della loro dimensione molecolare e della loro forma mediante l’uso di gel, che sono principalmente composto organici polimerici che possiedono una rete tridimensionale di pori che gli conferiscono le proprietà di un gel. Il gel quindi è il supporto solido che fa da setaccio molecolare. Le principali applicazioni della cromatografia per gel filtrazione sono la purificazione delle macromolecole biologiche (proteine ed acidi nucleici) e determinazione della massa molecolare relativa. La fase stazionarie è formata quindi da gel o granuli di gel (agarosio, poliacrilammide ecc) mentre la fase mobile è costituita da solventi acquosi, che fanno passare il campione nei pori. Le molecole più grandi saranno escluse dalla fase mobile, dai pori, quindi passeranno attraverso gli spazi interstiziali apparendo per prime nell’eluato; al contrario le molecole più piccole saranno distribuite dalla fase mobile, all’interno ed all’esterno del setaccio e passeranno attraverso la colonna in maggior tempo. I campioni utilizzati per questo metodo non vengono preventivamente denaturati.
CROMATOGRAFIA PER AFFINITA’
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A differenza degli altri tipi di cromatografia, la cromatografia per affinità non si basa sulle differenze nelle proprietà fisiche delle molecole che devono essere separate, ma sfrutta invece le proprietà delle interazioni biologiche che risultano essere estremamente specifiche. L’uso comune di questa tecnica è la separazione delle proteine, ma è necessario che il materiale da isolare sia in grado di legarsi reversibilmente ad un ligando specifico legato a sua volta ad una matrice insolubile. Pertanto la fase stazionaria è costituita da granuli di resina coniugata al ligando, mentre la fase mobile è costituita da solventi acquosi. L’analisi procede aggiungendo il campione alla sommità della colonna. Quando la miscela contenente il campione da isolare viene aggiunto alla fase stazionaria, soltanto la molecola di interesse rimarrà legata al ligando mentre tutte le altre molecole potranno essere lavate via. Ovviamente il metodo presuppone una approfondita conoscenza della funzione e della struttura del campione da isolare in modo da poter pianificare le condizioni di separazione. Dopo aver ottenuto un legame tra proteina e ligando si passa ad una eluizione con variazione del pH o della forza ionica, per permettere alla proteina di staccarsi dal ligando. I ligandi comunemente usati per questa tecnica sono: anticorpi specifici, proteina A o G, substrati, cofattori, metalli.
CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO
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La cromatografia a scambio ionico si basa sull’interazione tra particelle di carica opposta. Alla base di questa tecnica c’è il concetto di punto isoelettrico delle proteine. A ph vicino alla neutralità alcune proteine si comportano da anioni, altre da cationi ed altre ancora sono neutre. Questo concetto è importante perché la proprietà che viene sfruttata in questo tipo di cromatografia è la capacità delle proteine di trasportare una carica positiva o negativa netta, in quanto possiedono gruppi ionizzabili. La carica esibita è strettamente dipendente dal pH della soluzione. La fase stazionaria è infatti costituita da palline di vetro rivestite di cellulosa che fungono appunto da scambiatori anionici o cationici. Gli scambiatori cationici (o acidi) possiedono gruppi carichi negativamente che attraggono cationi, viceversa gli scambiatori anionici (o basici) hanno gruppi carichi positivamente che attraggono anioni.  Per praticare una eluizione è necessario lavorare in condizioni di pH o forza ionica che possono variare le cariche,oppure si può eluire introducendo nella soluzione uno ione con affinità maggiore.
CROMATOGRAFIA LIQUIDA VELOCE DI PROTEINE (FPLC)

La FPLC viene utilizzata nel caso in cui bisogna analizzare piccole quantità di campione e si usano macchine automatizzate che forniscano una corsa molto veloce e molto efficiente. I vantaggi di questa tecnicasono la velocità di esecuzione, la semi automaticità del procedimento e la riproducibilità delle condizioni di separazione. Tuttavia questo metodo comporta degli svantaggi quali il costo degli apparati ed il fatto che è utilizzabile in purificazioni su scala di laboratorio.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA RISOLUZIONE (HPLC) 

L’alta risoluzione fornita da questa tecnica è assicurata dall’aumento del numero di piatti teorici, fattore determinato dall’utilizzo di alta pressione che consente di utilizzare matrici estremamente fini e quindi di aumentare le interazioni con la matrice. Questa tecnica è estremamente quantitativa e permette inoltre di avere una caratterizzazione qualitativa del prodotto. I vantaggi sono la velocità di esecuzione le riproducibilità della separazione e la semi automaticità del procedimento. Gli svantaggi sono il costo degli apparati e delle colonne e l’utilizzo previsto per analisi o in purificazioni su piccola scala di laboratorio.
CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

Questa tecnica è basta sulla ripartizione del campione tra una fase liquida e di una fase gassosa e consente di analizzare sia qualitativamente che quantitativamente un grande numero di composti grazie ad una elevata sensibilità, alla riproducibilità della separazione ed alla semi-automaticità del procedimento. È molto efficiente soprattutto con composto che hanno una polarità relativamente bassa. La fase stazionaria è composta da un liquido ad elevata temperatura di ebollizione supportata da un solido granulare inerte. La colonna viene tenuta in una stufa cosa che assicura che i composti che devono essere analizzati si trovano allo stato di vapore. Le colonne inoltre devono avere la struttura di una serpentina, cosa che assicura un elevato numero di piatti teorici. La separazione si basa sulla differenza dei coefficienti di partizione dei composti volatilizzati tra le fasi liquida e gassosa, che si forma quando i composti sono trasportati attraverso la colonna. Gli svantaggi di questa tecnica sono il costo degli apparati,  il fatto che non consente purificazione, poiché il campione viene volatilizzato prima della corsa. Inoltre questa è una tecnica puramente analitica, essendo distruttiva e non preparativa. Il tipo di detector utilizzato è a ionizzazione a fiamma, affiancato da un analizzatore che determina il composto che sta bruciando. È utile per separare piccole quantità di molecole, ma non di proteine, soltanto di lipidi o ormoni.
“resolving gel”


(12% acrilammide, pH8.8)





“stacking gel”


 (4% acrilammide, pH6.8)
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