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ELECTROFORESIS: TRANSPORTE DE MOLECULAS A TRAVES DE UN CAMPO ELECTRICO
TECNOLOGIA ANALITICA O TECNOLOGIA PREPARATIVA=>PROTEOMICA

LA CARGA ELECTRICA ESTA ASOCIADA FRECUENTEMENTE CON LAS BIOMOLECULAS
-NH,+ -COO- -PO;




|::>e

E= V/d
[
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ELECTROFORESIS =: ELECTROLISIS®”burbujas y calor”
La corrriente entre electrodos se mantiene por los
electrolitos del buffer que mantienen pH constante

Electrolysis: Splitting water with

electricity to produce hydrogen and oxygen: Oxigeno
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alcalinizacion acidificacion

En polo negativo (CATODO) H,0 +2 e =» OH" + H,
En polo positivo (ANODO) H,O =» 2e- + 2H*+1/20,
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f; coeficiente friccional

v= Eq/f= Eq/6mnr

u=v/E= g/6mnr

u; Movilidad electroforética

Ley Stokes en condiciones ideales




ATMOSFERA IONICA TEORIA DEBYE-HUCKEL
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Funcion de Henry

!

v= Eq/6nrm x 1/1+ KR

ideal x factor de correccion

K=[87Ne2/1000DKT]¥2 x | *

D=constante dieléctirca; I=fuerza ionica
Bioquimica fisica, Van Holde ED Exedra

Caso ideal v=Eq/ 67trn
p=v/E=¢ (a/m)

No existe formulacion matematica accesible
que represente la movilidad electroforetica en
funcion de parametros moleculares
Electroforesis un técnica empirica.




ELECTROFORESIS LIBRE:
En solucion acuosa Ascending [

boundary |

| Desce nding

TISELIUS boundary
PRIMEROS
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ELECTROFORETICOS Protein molecules
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PREMIO NOBEL 1948
“Estudios del plasma sanguineo”
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ELECTROFORESIS ZONAL=»EnN soporte — S
No restrictivo: papel, agarosa (poro>>molecula)
Restrictivo:poliacrilamida (mayor entramado) ©

Separating serum proteins
by electrophoresis




EQUIPO BASICO:
FUENTE Y CUBETA
Un tampon determiado (pH)

u=¢ (a/m) g=f (pH)
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ELECTROFORESIS EN PAPEL
Moléculas pequefias

A5 W in DC (5 batteries of B W)

electrolyte

ACETATO DE
CELULOSA
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penci line paper filter
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Figure 21 - Apparatus for paper electrophoresis. - S
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fotémetro, dispone de un sistema que le permite incorporar y desplazar geles de electroforesis y autorradiografias.

El registro gréfico es el resultado que se obtendria al analizar la muestra. La posicion de cada pico (A, B, C) corres-
ponde a la de las dif has de la , ¥ su direa es proporcional a la intensidad de cada una. . . . .

densitometria




DENSITOGRAMA=> METODO DE CUANTIFICACION ELECTROFORETICA

Tira de acetato de celulosa:

) I I I -)
Densitograma:
h A
ray A _).-'A'L___ﬂ__—_;____ Tincidn con | Azul de Coomassie |+ |
Mormal (61,3,11,11,14) Densitograma en color Azl |v]

[[ISuperponer curvas

Datos:
61% albimina

3% globulinas alfa-1

11% globulinas alfa-2 | Ver resultado

11 % globulinas beta
14 % globulinas gamma

Perfiles patologicos: .. clige uno... |
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ELECTROFORESIS CAPILAR
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Free solution CE
Capilar Gel Electroforesis

High-voltag
supply

Detector

Capillary N
Buffer

@=20-200 um
V= hasta 50.000V

Pared de capilar compuesto de silicatos
Grupos silanol : R;Si-OH €=>R,Si-O + H*

Glass capillary

Flujo electroendosmatico -
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Electroosmotic flow



Endoosmotic Flow
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Array CE (hasta !96 cap)

50-100cm
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Rapido y cuantificable
iHAY QUE OPTIMIZAR
CONDICIONES DE SEPARACION!

Proteinas del plasma

(incluye los componentes de la coagulacion)

SATURACION DE ALBUMINA

Optimizing CE Separations-POINT
method

pH

— First paramater to control

— Effects EOF and mobility (charge)
Organic Solvent

— Analyte solvation
Interacting agent

— lon-pairing, solvation, etc.
Non-aqueous Conditions

— Solvation and charge
Temperature

— Solvation, chemical equilibria
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Grupos silanol :

capillary wall capillary wall

migration

S TaeaCe

Increasing Positive pl=7.0 Increasing Negative
Charge No Net Charge Charge
Immwsa =l e sl il
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14

A menor pH, mas protonada la pared,

menos carga y menor EOF.

En teoria, mejor resolucion...pero a pH bajo proteinas
con mas carga + interaccionan mas con la pared...
Hay que optimizar condiciones!!

Incrementando fuerza ionica
disminuye interaccion con pared y
mejora resolucion..

e

Aqui: A mayor pH

mejoramos resolucion!
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Figure 3

The pH-dependent separation of peptides
with 'shuffled’ amino acid sequences.
The model peptide system used was a
12 amino acid sequence, KINYC-
TKPQKSY, from residues 101-112 of the
thyroid-stimulating-hormone receptor.
Separation was camied out in a
S50umx 20 cm capillary in 100 mm
borate, 10 mm diaminopentane, with pH
adjusted to (a) 8.61 and (b) 11.64 with
NaOH. N, R and S represent the ‘native’,
‘reverse’ and ‘shuffled’ peptide
sequences, respectively. The instrumen-
tation used was a Beckman P/ACE 2050
with detection at A = 200 nm.
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Figure 1-26. Effect of the buffer ionic strength on peak shape and migration
time of peptides. Buffer: sodium phosphate, pH 2.44; 30 kV; 20°C; 200 nm;
57 (50) cm x 75 um capillary. Peak identification: (1) dynorphin; (2) bradyki-
nin; (3) angiotensin Il; (4) TRH; (5) LHRH  (6) bombesin; (7) leu-enkephalin;
(8) met-enkephalin; (9) oxytocin. From McLaughlin et al., Beckman Technical
Information Bulletin TIBC-106 (1991).
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electrophoresis diode array detector”
Analytical Biochemistry vol342 (2005) 186—193

“Plasma creatinine and creatine quantification by capillary
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ELECTROFORESIS EN GELES . MATRICES HIDRATADAS ESTABLES
AGAR, AGAROSA: ACIDOS NUCLEICOS
POLIACRILAMIDA (PAGE): PROTEINAS
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put the gel in the tank T
add buffer

pour the
gel into

PREFORMAR EL GEL

push the tip of the

pipette into the appropriate

well... load the sample...

take the pipette off... without sucking back

GLICEROL gel
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bmari I ’l f
submarine ge

- the loading buffer
+ Ll is denser than buffer

APLICAR LA MUESTRA



GELES DE AGAROSA: ACIDOS NUCLEICOS
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ELECTROFERESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA: PAGE

head ko tadl polymerization
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Isopropanol

GELES Koo I %

Stacking s
DISCONTINUOS: E% e ——cr
STACKING GEL(pH6)
RESOLVING GEL(pH8)

Gel caster
Proteins “stack” by Acrylamide gel
isotachophoresis

Azul de bromofenol
+ glicerina (densidad)

: Proteing
Electrophoresis

Sample introduced into wells time
in pH 6.9 buffer, 200 mM glycine

Stacking gel

pH 6.9, .

B 4% polyacrylamide
0 140 mM Tris/fHCL

Proleins separate in
resolving gel
Resolving gel

0, <3

5-20% polyacryl-
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350 mM Tris/HCL
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ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE
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ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE
SDS-PAGE
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FIGURA 5.27. Efecto del SDS y el DTT en la Ur de proteinas m / 3 \a protefna nativa de 25 kDa, caren-
te de puentes disulfuro, el tratamiento con SDS (linea quebr: m— ) o SDS + DTT, producen idéntico

resultado: una banda en el gel (rectangulo vertical) en la posiCas vrmn g €2 la M de la proteina, 25 kDa. El
SDS despliega la proteina convirtiéndola en una molécula aproximadamente lineal. La protefna con un disulfuro
intracatenario, en presencia de SDS, se desnaturaliza parcialmente, manteniendo sin desplegar la zona que abarca el
disulfuro. La proteina se comporta como si fuera de menor tamafio, apareciendo en la posicion correspondiente a un
valor de M de 22 kDa. Cuanto mayor sea ¢l segmento englobado por el disulfuro (cuanto més distantes esténen la
estructura primaria las Cys que lo forman), mayor es el cambio observado en la posicién de la banda. En trazo dis-
continuo se sefala la posicién de 25 kDa. El tratamiento con SDS + DTT rompe el enlace disulfuro y permite el des-
pliegue total de la proteina, que aparece €n la posicién correspondiente a 25 KDa. El cambio de posicién de la
banda, con ambos tratamientos, permite identificar la presencia de uno (0 mas) puentes disulfuro intracatenarios.
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ro, apareciendo, nuevamente, una tnica banda a 25 kDa.

FIGURA 5.28. Efecto del SDS y del DTT en la Ur de proteinas oligoméricas. (Parte superior): representacién de una
proteina dimérica, de 25 kDa cada subunidad. La adicién de SDS (linea quebrada con el signo —) separa sus subuni-
dades, suprimiendo las fuerzas no covalentes (en punteado) entre ellas. Sobre cada subunidad, el efecto es el descri-
to en la Figura 5.27. En el gel se observa una sola banda en la posicion de 25 KDa. El resultado es idéntico con SDS
+ DTT, al no haber puentes disulfuro. (Parte central): dimero con un puente disulfuro intercatenario. El SDS des-
pliega las subunidades que, mantenidas por el disulfuro, aparecen en el gel como una banda de unos 50 kDa. El tra-
tamiento con SDS + DTT reduce el disulfuro y despliega cada subunidad (idénticas), obteniéndose una sola banda
de 25 kDa. (Parte inferior): la proteina tiene, en este caso, ademds, un enlace disulfuro intracatenario en cada subu-
nidad. EI SDS despliega parcialmente cada subunidad. La banda aparece en la posicién correspondiente a 44 kDa

debido a la presencia del disulfuro intercatenario. El tratamiento con SDS + DTT destruye ambos tipos de disulfu-
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En una muestra de proteinas purificada se obtienen los resultados esquematizados
tras la electroforesis en SDS-poliacrilamida. En la condicion 1 no reductora:

3 bandas de 196, 67 y 30 kDa y en la condicion 2 en condiciones reductoras,

en presencia de ditiotreitol (DTT) 3 bandas de 100, 70 y 30 kDa

¢ Qué caracteristicas podrian deducirse sobre las proteinas de la mezcla?

NO RED RED 100kDa 100kDa
I 100
67| —_70 .......... C
30 ..... . .......... . .......Jcc00 30 ........
N
N
DTT
SDS/NEM  SDS/DTT 196 kba aparentes l
SH SH
M
100 kDa

100k Da

30kDa

70kDa




7.5% 10% 12.5% 15%
AGUA DESTILADA 21 17.4 14 10.4
LOWER BUFFER 10.5 10.5 10.5 10.5
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URER  aecki- 45,12y Muce cor ogus butts 42ne
TEMED:..c:x:15005 2211
PERSULFATO..... 137ul
RUNNING BUFFER
TRIS neasiieaiiis, 6g
GLICINA .............. 28.75 g
AGUA DESTILADA... 2 litros
215 L N 2g
UPPER BUFFER
TRIS .....cocoovvevereennee 60.54 g (0.5M) pH 6.8
AGUA DESTILADA...1 litro
SDS......ccoeiiiiiiiniacineinns 4g
RN e
'tl;ms ...................... 181.1 g (1.5M) pH
8
AGUA DESTILADA.. 1 litro
SEIB. i s 4g
- T
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RIS, . cousssuvssnsssnsiunsnns 9
QRICINA. ....ovsiemivssss 42
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Search by Google ¥ Practica 5: Flectroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE).

Teoria 7

Précticas 1.- INTRODUCCION

Bibliografia Muchas moléculas importantes en Bioguimica, tales como aminoacidos, péptidos, proteinas y
Imagenes acidos nucleicos, poseen grupos ionizables que en disolucion se encuentran en forma de

especies cargadas electricamente (negativa o positivamente). Las moleculas que tengan cargas
similares poseeran diferentes relaciones carga/masa (q/m) debido a las inherentes diferencias
de peso molecular, Estas diferencias constituyen la base para la migracion diferencial de dichas
moléculas cargadas, cuando se someten a la accion de un campo eléctrico.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se utiliza mayoritariamente para la
separacion de proteinas, aunque también puede ser Util para acidos nucleicos. Se preparan de
modo que sus poros sean de untamafio comparable al de las proteinas, de manera que
produzcan un efecto de tamizado molecular; la separacion electroforética depende entonces
de la densidad de carga de las moléculas y de su tamafio, por lo que dos proteinas con
idéntica densidad de carga, pero de tamafio diferente pueden ser separadas, ya que el
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Gel separador 12 % 1 gel
Agua destilada=>» 1,7 ml

Tampon Tris 1,5 M; pH=8,8 = 1,25 ml
Acrilamida:Bis acrilamida 30:0,8 = 2 ml
SDS 10% =» 50 ul

Gel concentrador 4 % 1 gel

Agua destilada = 1,5 ml
Tris-HCI 0,5 M; pH=6,8 = 0,625 ml

Acrilamida:Bis acrilamida 30:0,8 = 0,325 ml

SDS 10% 25 pl

68 kDa

45 kDa
36 kDa

29 kDa
24 kDa

20.1 kDa

14.2 kDa

-

-

— Sample

—— Bromophenol blue

Tampodn para muestras Reductor (5X)
H2O0 e
Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 4 mi
Glicerol 100 % 10 ml
SDS

» 2-Mercaptoetanol 5 ml
Azul de Bromofenol 0.1% 1mi

No reductor (5X)
5ml




http://www.youtube.com/watch?v=pnBZel8nFEo

http://www.youtube.com/watch?v=qcJg GtLgt8&feature=related
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4a. Place a Short Plate on top of the 4b. Slide the two plates Into the Casting
Spacer Plate. Frame keeplng the Short Plate facing front.

4d. Secure the Casting Frame In the Casting

€ Zona desconecida | Modo protegido: desactivado A v
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5a. Remove the Gel Cassette Sandwich 5b. Place Gel Cassette Sandwich Into the Electrode
from the Casting Frame. Assembly with the Short Plate facing Inward.

5c. Slide Gel Cassette Sandwiches and  5d. Press down on the Electrode Assembly &
€ Zona desconacida | Moda protegido: desactivado a3 v
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ELECTROENFOQUE :IEF O ISOELECTRIC FOCUSING

Migracion de moléculas a través de un campo eléctrico en el que existe un gradiente de pH
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TINCION: DETECCION POR COLORANTES O SUSTRATOS QUIMICOS
AUTORADIOGRAFIA: DETECCION MEDIANTE MARCAJE CON RADIOISOTOPOS
INMUNODETECCION: DETECCION ESPECIFICA CON ANTICUERPOS
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TINCION DE GELES CON PLATA

L-FIJAR 1 HORA O TODA LA NOCHE CON METANOL AL 50% - ACIDO ACETICO AL
10%

2.- FIJAR DURANTE 30 MIN EN ETANOL AL 10% MAS ACIDO ACETICO AL 5%.

3.- LAVAR CON AGUA DESTILADA DURANTE 30 MINUTOS.

4.-DTT (3mg/200ml de agua destilada) DURANTE 30 MINUTOS.

5.- ENJUAGAR SUAVEMENTE EN AGUA DESTILADA.
&-TENIRCONNITRAWDEPLATAALO.Z%MGUA DESIONIZAD A) POR 30 MIN.
7.- LAVAR CON AGUA DESTILADA SUAVEMENTE.

8.- REVELAR CON CARBONATO DE SODIO AL 3% MAS FORMALDEHIDO 1 ml /2 LITROS
(utilizar un poco y sustituir por fresco) DE 10 A 15 MINUTOS DE REVELADO.

9-- DETENER EL REVELADO CON ACIDO ACETICO AL 1%

10.-LAVAR CON AGUA DURANTE 10 MINUTOS,
N-GLCEROL AL 3% TDuRAWTE 30

—
o
. o
©0 o (=]
Py ° o
- 3 00,5 0
-fnsesor %904 o 0, 00| —»
before the onset = LY )
of reduction  — -
3 = oo o
- =]

Silver-impregnated gel  during rinses and before the onset of reduction image formation
onset of reduction

Fig. 2 Schematic repr ion of a positive silver-stain. Symbols as in fig. 1. The long arrows show the
important silver ion diffusion out of the gel, while the short arrows show the weak diffusion from the proteins
due to silver binding.
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Table 7.1. Radioisotopes ly Used in A diography
Isotope Radiation Energy (MeV) Half-life
*H B Low  (0.018) 12.26 years
" 8 Medium (0.156) 5730 years
S B Medium (0.167) B8 days
“Ca B Medium (0.256) 165 days
P B High .7 14.3 days
Loy | v High  (0.035) 60 days
X (0.027)
i (0,300

“Modified from Hahn (1983) and Freifelder (1976).

Table 7.2. Recommended Conditions for Optimal Sensitivity of Exposure Using
Different Radioi b

B, pes for A 4
Radioisotope Exposure Temperature Type xray film
H Fluorographic -T0°C High sensitivity to UV and
blue spectrum
i T Fluorographic =T0°C High sensitivity to UV and
blue spectrum
L ey o Direct exposure 20°C High speed
=g Direct exposure 20°C High speed
Hp With intensifying screen -70C High sensitivity to UV and
blue spectrum
o | Direct exposure 2°C High speed
L | With intensifying screen =70°C High sensitivity to UY and
blue spectrum
e "3 c-u 535 Ca-45 P32 1-125
{ Emulsion [
Film b [
) Sl A
[Emutsion AT q NI
Screen
Fhm'm_ A 4

Figure 7.2. Penctration levels of isotopes used for

1983.)
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SUSTRATOS DE FOSFORILACION 32P
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Protein Blot on SDS Polyacrylamide
Nitrocellulose Gel Electrophoresis

Label with Specific
Antibody Detect Antibody
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Incubrate with
Aby (Y] and then wash axcess Ab, — Métodos de deteccion en ‘Western-blot’
I
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s n Proteina Ao G
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Fluorescencia
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' in the legend to Fig. I0. These resuli= were confirmed in a second
218 L1 study.
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¢En gue se basa el marcaje inmunoldégico de una proteina tras la
separacion electroforética, por la técnica denominada “western blot”?
¢Que pasos y materiales se requieren para detectar ( o descartar)

la presencia de una proteina concreta, por ejemplo ACTINA,

en una solucioén tras electroforesis en SDS-poliacrilamida?.
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La actina no identifica a la proteina
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Cell-surface Receptor for Complement Component C1qg (gC1gR) Is a
Key Regulator for Lamellipodia Formation and Cancer Metastasis

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 286, NO. 26, pp. 23093-23101,

July 1, 2011
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FACTOR DE CRECIMIENTO

gC1gR
gClgR
gC1gR

NO EXISTE TRANSLOCACION DE RECEPTORES gC1gR, SINO REORDENACION O
AGRUPACION A ZONAS ESPECIFICAS FUNCIONALES D ELA MEMBRANA (RAFTS)
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