



GELES SDS-PAGE Y ELECTROTRANSFERENCIA
OBJETIVOS: 

- Comparar los perfiles proteicos obtenidos mediante SDS-PAGE.

- Calcular la movilidad electroforética de diferentes bandas proteicas.

INTRODUCCION: 
1- GELES SDS-PAGE:

    
 La mayoría de las electroforesis analíticas de proteínas se llevan a cabo bajo condiciones que aseguren la disociación de las proteínas en sus subunidades individuales y que minimicen la agregación. Para ello se utiliza la combinación de un detergente aniónico como el SDS (dodecilsulfato de sodio) que actúa como agente caotrófico dado que es capaz de interferir en los enlaces no covalentes que mantienen la estructura de una determinada proteína, un agente reductor ((-mercaptoetanol o DTT) para romper los enlaces disulfuro tanto inter- como intracatenarios y calor para disociar las proteínas. Los polipéptidos desnaturalizados unidos al SDS obtienen una carga neta (-), las moléculas de detergente se unen a razón de un SDS por cada  2 aminoácidos lo que otorga una carga proporcional a la masa de la proteína.

     
Entonces el tratamiento conjunto de SDS más el agente reductor eliminan los efectos de las diferentes conformaciones de las proteínas tal que la longitud de la cadena, que refleja la masa, es la única que determina la velocidad de migración. En la siguiente tabla se muestra el rango de linealidad teniendo en cuenta el porcentaje de acrilamida
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Rango efectivo de separación en geles de SDS-PAGE

Acrilamida* (%)

Rango lineal de separación (kD)

15,0




12 - 43






10,0




16 - 68

  7,5




36 - 94

  5,0




57 - 212


* La relación molar entre bisacrilamida y acrilamida es de 1:29

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida de muestras proteicas se puede utilizar un sistema de buffers continuo o discontinuo.
Continuo: tiene una clase de gel, el separador (separating) y usa el mismo buffer que el de corrida.

Discontinuo: se coloca arriba del gel separador un gel de mayor poro (stacking) que sirve para concentrar las muestras antes de que entren al gel separador. Cada uno esta compuesto de un buffer que son distintos entre si y a su vez distinto que el de corrida. Esto otorga una mayor resolución. 

      
 El desplazamiento de las cadenas polipeptídicas es proporcional al logaritmo de la masa, esto nos permite estimar el peso molecular de una proteína comparándola con la distancia de migración de un patrón de proteínas de peso molecular conocido (Markers). Para ello se construye una curva de calibración donde se gráfica los log (PM) vs. el Rf; donde el Rf es la relación entre la distancia de migración de la banda proteica (d) y la longitud de corrida total del gel (I) o sea la distancia desde el borde superior del gel hasta el frente de corrida. Luego se calcula el Rf de la banda proteica incógnita y se extrapola en la curva el  log (PM). 

Tinción de proteínas en geles:



Existen diferentes técnicas que permiten la visualización de proteínas resueltas en un gel de poliacrilamida, en general se basan en el reconocimiento específico de los residuos aminoacídicos y cada uno de ellos tiene una sensibilidad distinta. Un inconveniente de estos métodos de visualización es que la tinción es irreversible e interfieren con las técnicas de transferencia. Entre los más utilizados se encuentran:
a- Coomasie blue: es el más utilizado; en condiciones ácidas, este colorante se une a los residuos básicos o hidrofóbicos cambiando de marrón a azul intenso. Como cualquier método este colorante detecta mejor algunas proteínas que otras, de esta manera el Coomasie blue es capaz de detectar desde 8-10 nanogramos por banda para algunas proteínas y 25 nanogramos por banda para la mayoría de las proteínas.
b- Tinción con plata: es el método más sensible para detectar proteínas. La técnica involucra la deposición de plata metálica sobre la superficie del gel en donde se localizan las bandas proteicas. Los iones de plata interaccionan  y se unen con ciertos grupos funcionales de las proteínas, en donde los iones de plata se reducen a Agº. Protocolos optimizados permiten la detección de menos de 0,5 nanogramos. 
2- ELECTROTRASFERENCIA
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La transferencia de proteínas o 'blotting' supone la inmovilización de las proteínas sobre membranas sintéticas, seguido de la detección empleando sistemas especialmente diseñados para la tinción de 'blots'. El método más potente es el denominado 'Western blot' en el que las proteínas son separadas en primer lugar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren mediante la aplicación de un campo eléctrico (perpendicular al gel) a una membrana. El procedimiento es análogo al desarrollado por el Prof. E. Southern ('Southern blotting') y por ello se le denominó 'Western'. Hay, sin embargo, otros métodos de transferir o aplicar proteínas sobre una membrana. El más sencillo es aplicarlas directamente en forma de una pequeña gota de una solución concentrada sobre la membrana. La absorción de la gota provoca la adhesión de la proteína a la membrana, quedando en forma de una mancha o 'dot' (es el caso del 'dot blot'). 
Existen dispositivos que facilitan la aplicación de las proteínas directamente a la membrana, aplicando una succión que facilita la penetración de la solución, y reciben los nombres de 'dot blot' o 'slot blot' en función de que la proteína quede aplicada en forma de una gota circular o de una línea. En la imagen puedes ver dos de estos dispositivos.

Trabajar con las proteínas fijadas sobre una membrana tiene ventajas sobre el emplearlas dentro del propio gel: 

· Son más rápidas de teñir y desteñir. 
· Reducción del consumo de reactivos y anticuerpos.

· Se detectan cantidades menores de proteínas pues se concentran en la superficie y no se diluyen en todo el espesor del gel. 

· El 'blot' es un registro conveniente y cómodo de manipular del gel. 

· Las membranas son mucho más fáciles de manipular que el propio gel


Hay tres métodos para transferir proteínas a las membranas: 

1. Transferencia capilar
2. Transferencia por difusión
3. Transferencia electroforética ('electroblotting')

En el caso de los geles de poliacrilamida el método de elección es la transferencia electroforética. La transferencia es mucho más efectiva si se realiza aplicando una diferencia de potencial entre el gel y la membrana.

Electroblotting 

En este método, descrito por Towbin et al, las proteínas son transferidas desde el gel a la membrana electroforéticamente. La ventaja de este proceso es su corta duración (de 30 min a pocas horas), lo que reduce notablemente el efecto de difusión de las bandas. El procedimiento se inicia apilando sucesivamente sobre una esponja plana papel de filtro empapado en buffer de transferencia, el gel, la membrana en contacto directo con el gel, más papel de filtro y finalmente una esponja plana. Este conjunto se recoge entre dos capas de plástico perforado y se introduce en un tanque en el que se encuentra una solución salina (buffer de transferencia) y dos electrodos planos (diseñados para conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se dispone de forma que el gel quede hacia el ánodo (-) y la membrana hacia el cátodo (+). La carga neta de las proteínas en el caso de los geles de SDS-PAGE es negativa debida a la carga del SDS.

La electroforesis se realiza a 8-10 V/cm (de separación entre electrodos), que suele corresponder a 0.3 a 2. Amp de 1 a 4 h. La velocidad de transferencia es inversamente proporcional al tamaño de la proteína.  El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solución por lo que se recomienda refrigerar el sistema y recircular el buffer. Una vez realizada la transferencia la membrana se puede analizar inmediatamente o bien conservarla en frío (2 a 8 ºC) durante meses.

Existen diferentes combinaciones de soluciones de transferencia y de membranas para cada aplicación. En la tabla siguiente se incluyen algunas de las más características.
	Tabla : Condiciones de electroblotting más comunes.

	Gel
	Tampón de transferencia
	Membrana

	SDS-PAGE (Lammli) 

O'Farrell 2D
	25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% v/v metanol, pH 8.3
	Nitrocelulosa 

Papel de intercambio iónico

PVDF

	SDS-PAGE 

O'Farrell 2D

NativePAGE (proteínas acídicas o básicas)
	25 mM Tris, 192 Mm glicina, pH 8.3
	Nitrocelulosa, Nylon, Papel de intercambio iónico, PVDF, papel diazo-modificado

	
	25 mM fosfato sódico, pH 6.5
	papel diazo-modificado

	
	15 mM borato sódico, pH 9.2
	papel diazo-modificado

	IEF, Native-PAGE (proteínas básicas),
geles de urea ácidos
	0,7% ácido acético
	Nitrocelulosa, Nylon, papel diazo-modificado


El grosor del gel es un factor que influye notablemente en la transferencia, siendo muy ineficiente a partir de geles de 2 mm de espesor, y tanto más eficiente cuanto más fino es el gel, con un límite debido a los problemas de manipulación en torno a los 0.4 mm.

La membrana que se emplea más frecuentemente es la nitrocelulosa, aunque cuando se requieren soportes más robustos, por ejemplo cuando la membrana ha de ser reutilizada diversas veces se recurre al Nylon. Sin embargo las membranas de Nylon se bloquean con más dificultad que las de nitrocelulosa y suelen presentar mayor 'background'. Las membranas de PVDF tienen gran capacidad de unión a proteínas y gran resistencia mecánica pero se humedecen con más dificultad. Todas las membranas son hidrofóbicas y requieren un tratamiento previo con metanol antes de sumergirlas en soluciones acuosas.

Es importante incorporar en el gel a transferir un control de la transferencia que habitualmente es el propio carril donde se han cargado los marcadores de peso molecular (markers) que al transferirlos se tiñen sobre el filtro para ver si la transferencia de toda la gama de pesos moleculares ha sido correcta. 

Existen algunas variantes a la transferencia electroforética descrita previamente. El sistema más extendido es el 'Semi-Dry blotting' en el que los geles son sometidos a una intensidad de corriente elevada entre dos electrodos planos entre los que se coloca una pila formada por papel, el gel, la membrana y más papel, empapados en buffer de transferencia. El único líquido que hay es el que empapan los papeles. La ventaja de este sistema es su rapidez, consiguiendo transferencias en pocos minutos.

Tinción de proteínas en la membrana
Habitualmente se emplean técnicas de tinción de proteínas sobre la membrana como control de la transferencia. Existen diferentes métodos para teñir todas las proteínas presentes en la membrana, pero los que más interés despiertan son los métodos de tinción de proteínas específicas a partir de mezclas complejas separadas en geles y transferidos a membranas, son los métodos de tinción específicos, usualmente basados en métodos inmunoquímicos.

Colorantes para Proteínas totales 

Los colorantes que permiten teñir las proteínas en los geles de poliacrilamida no son utilizables en las membranas pues se unen irreversiblemente a éstos. Para teñir las proteínas en las membranas se emplean: Ponceau S, Tinta china o Negro Amido.

a- Ponceau S se emplea en forma de solución acuosa. La tinción es rápida pero no es permanente y puede desaparecer en el procesamiento posterior. Como la tinción desaparece es compatible con casi todos los procedimientos de detección con anticuerpos. La sensibilidad de este método de tinción es de 25-50 nanogramos por banda.
b- Tinta china es reproducible, sensible y permanente, y no interfiere con los procedimientos de inmunodetección, pero puede tapar la tinción colorimétrica del proceso inmunoquímico. La tinción se basa en la adherencia preferente de las partículas coloidales de carbón de la tinta sobre las proteínas inmovilizadas.  La destinción se hace en PBS.

c- Negro amido es menos sensible que la tinta china. Las bandas aparecen negras sobre un fondo azul claro. Después de la tinción se destiñe con una solución de metanol/ácido acético. Este método de tinción es incompatible con la inmunodetección posterior.

Detección específica de proteínas en membranas EXPLICACION DE WESTERN BLOT SERA EN EL TP 6
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PROCEDIMIENTO: 
 SDS-PAGE        

1) El material a utilizar debe estar limpio y seco. Se limpian los vidrios con papel tissue y se colocan en el soporte que debe encontrarse en el armador. Primero el vidrio más grande, luego el más chico y, entre ellos, los separadores, sin ajustar (dependiendo del sistema). 

2) Entre ambos vidrios se coloca la tarjeta para alinear y se ajusta; ésta debe deslizarse bien.

3) Retirar del armador y verificar el alineamiento de los vidrios en la base, terminar de ajustar.

4) Proceder de la misma forma para el otro par de vidrios.

5) Colocar en el armador controlando que ajusten bien sobre la goma gris.
PARA PREPARAR Y MANIPULAR LOS GELES SE VAN A UTILIZAR GUANTES DEBIDO A LA TOXICIDAD DE LA ACRILAMIDA.

6) SEPARATING GEL (10%): para un gel preparar aprox. 5 ml totales agregando los volúmenes indicados de cada componente en el orden dado:
El APS y el TEMED se agregan inmediatamente antes de sembrar; agitar rápidamente y sembrar 3.7 ml entre los vidrios, puede hacerse pegado a uno de los separadores.

7) Agregar inmediatamente H20 desionizada con una pipeta Pasteur hasta el borde del vidrio más chico. Cerrar el tubo en el cual se preparó el gel para dejarlo como testigo de la polimerización. Se pueden incubar a 37°C.

8) Después de que haya gelificado el separating gel remover cuidadosamente el agua y terminar de secar con trozos de papel de filtro.

9) STACKING GEL (4%): preparar aprox. 5ml para cada gel, agregando los volúmenes indicados de cada componente en el orden dado: 
10) Agregar el stacking gel dejando rebalsar apenas por el borde del vidrio.

11) Colocar enseguida el peine. Cerrar el tubo en el que se preparó para usarlo como testigo. 
12) Dejar polimerizar.

13) Sacar los peines y enjuagar con running buffer eliminando los restos de gel, si quedaran.

14) Colocar en el soporte que porta los electrodos e introducirlo en la cuba.

15) Agregar running buffer en ambos compartimentos; asegurarse que los mismos no estén en contacto.

16) Para el preparado de la muestra: tomar el volumen de la muestra que corresponda a 50 (g de proteínas y agregarle el volumen necesario de Loading buffer  (LB) tal que este sea 1 parte del volumen final de la muestra a sembrar, sabiendo que el LB esta en una concentración 4x. Calentar la muestra durante 10 min a 100 ºC.
Loading buffer

Tris-HCl pH 6,8

SDS

beta-Mercaptoetanol

glicerol

Azul de Bromofenol 
17) Gel 1: Sembrar 5 (l del marcador de peso molecular (MWM) y el volumen que corresponda a 50 (g de la muestra. más el LB.  
Gel 2: Sembrar 5 (l del marcador de peso molecular (MWM) y distintos volúmenes de la proteína pura IgG cuya concentración es conocida (0,2 (g/(l). La muestra será sembrada por duplicado. 

Conectar a la fuente. Correr a 100 voltios hasta que el colorante del frente de corrida llegue al borde inferior del gel (aproximadamente 1 hora).

18) Una vez finalizada la corrida, apagar la fuente y desarmar cuidadosamente depositando el gel 
en un recipiente para lavar (con agitación) con H20 destilada (5 minutos) el exceso de SDS.
19) Agregar Coomassie blue y teñir en agitación durante 15 minutos (aprox.) el gel 1 y la mitad del gel 2
20) Enjuagar con solución de destinción hasta que, al observar en un transiluminador, se distingan las bandas de proteínas y se vean azules contra un fondo claro. 

21) Agregar H20 destilada para frenar la destinción. 
22) Obtener los valores necesarios para calcular los Rf

Stacking                                                                     Separating
	H20 desionizada
	2,1 ml

	Buffer Tris 0,5 M pH 6.8
	0,38  ml

	10% SDS
	30 ul

	30% Acrilamida/Bis (29:1) 
	0,5 ml

	10% APS
	30 ul

	TEMED
	3 ul

	H20 desionizada
	1,9 ml

	Buffer Tris 1,5 M DH 8.8
	1,3 ml

	10% SDS
	50 ul

	30% Acrilamida/Bis (29: 1 )
	1,7ml

	10% APS
	50 ul

	TEMED
	5 ul


ELECTROTRANSFERENCIA
1) La otra mitad del gel 2 que no se tiñó con Coomasie Blue será electrotransferido utilizando membrana de nitrocelulosa y buffer Towbin y analizada por la técnica de Western blot en el TP nº6. 
INFORME:

1- Detallar las diferencias entre los distintos perfiles proteicos obtenidos de las muestras sembradas.
2- Indicar en la imagen del gel bandas determinadas y calcularle su PM. Para ello deberá confeccionar previamente la curva del log (PM) vs RF para las bandas del marcador de peso molecular.

3- Calcular la masa que corresponde a cada uno de los volúmenes sembrados de IgG. Comparar la sensibilidad de la tinción con Coomasie blue y Ponceau S.
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