Daniela Laura Palarie Ion Palarie

STUDIUL ELECTROFORETIC
AL HEMOGLOBINEI SI PROTEINELOR SERICE
APLICATII CLINICE

I
el
Dirait®

EDITURA UNIVERSITARIA
Craiova, 2013



Referenti stiintifici:
Prof.univ.dr. Mircea Preda
Conf.univ.dr. Cristian Tigae

Copyright © 2013 Universitaria
Toate drepturile sunt rezervate Editurii Universitaria

Descrierea CIP a Bibliotecii Nationale a Romaniei

PALARIE, DANIELA LAURA

Studiul electroforetic al hemoglobinei si proteinelor serice :
aplicatii clinice / Daniela Laura Palarie, lon Palarie. - Craiova :
Universitaria, 2013

Bibliogr.

ISBN 978-606-14-0585-5

1. Palarie, Ion

616.155.16-073:543.545.2
612.124:543.545.2

Aparut: 2013

TIPOGRAFIA UNIVERSITAIII DIN CRAIOVA
Str. Brestei, nr. 156A, Craiova, Dolj, Romania

Tel.: +40 251 598054

Tiparit In Romania



Introducere

Electroforeza este un fenomen fizico-chimic cunoscut de la inceputul se-
colului al XIX-lea cand F. Reiss a observat ca particulele de argila in apa,
sub actiunea unui camp electric, se deplaseaza spre electrodul pozitiv. Denu-
mirea de electroforeza a luat nastere prin asocierea a doua cuvinte din limba
greaca veche: elektron = chihlimbar gi phoresis = deplasare. Electroforeza,
ca metoda de separare a inceput sa fie folosita la sfarsitul secolului al XIX-
lea, dar pentru analiza unor amestecuri de proteine a fost utilizata cu succes
prima data in 1937 de Tiselius.

Treptat, de la electroforeza in mediu liber a lui Tiselius s-a trecut la
electroforeza pe medii suport (hartia de filtru, acetatul de celuloza, gelul de
agarozd, gelul de poliacrilamida, etc.).

Diversitatea proteinelor ce au putut fi analizate electroforetic s-a extins pe
masura ce tehnicile s-au perfectionat. In prezent, electroforeza permite sepa-
rarea unui numar foarte mare de proteine sanguine: proteine serice, lipopro-
teine, enzime, glicoproteine, hemoglobine, acizi nucleici precum si diverse
proteine din lichide si tesuturi biologice, contribuind astfel la diagnosticarea
multor afectiuni.

In aceastd lucrare prezentim studiile pe care le-am efectuat utilizand
electroforeza unor proteine de mare interes in chimia clinica: hemoglobina si
proteinele serice.

Influenta mediului de migrare asupra separarii si determinarii electrofo-
retice a proteinelor serice s-a studiat utilizind doua metode electroforetice:
electroforeza pe hartie si electroforeza in gel de agaroza.

Cea mai mare parte a studiilor s-a realizat folosind electroforeza in gel
de agaroza datorita faptului ca aceasta metoda ofera o rezolutie de separare
foarte buna atat pentru proteinele serice cét si pentru hemoglobina.

Determinarea spectrofotometrica a derivatilor hemoglobinici a permis
obtinerea unor corelatii intre concentratiile acestora si concentratiile unor
proteine determinate utilizand electroforeza in gel de agaroza.
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Capitolul 1

Medii de migrare si mecanisme
de separare in electroforeza

1.1 Marimi caracteristice electroforezei

Electroforeza este o metoda analitica si preparativa de separare a par-
ticulelor sau ansamblurilor de particule incarcate electric, sub actiunea unui
camp electric uniform aplicat din exterior.

Metoda are la baza fenomenul fizico-chimic de deplasare sau migrare difer-
ita a speciilor de particule intr-un camp electric. Deplasarea se face spre unul
din electrozi, fara ca intre acestia si componentele separate sa aiba loc reactii.
Particulele pot fi: ioni simpli, macromolecule, celule vii sau materiale inerte
(emulsii de ulei).

O particula incarcata electric, aflatd intr-un mediu lichid tamponat, se
va deplasa sub actiunea unui cAmp electric uniform cu o viteza constanta
determinata de actiunea a patru forpi> [1].

Forta de atractie electroforetica, F'1, egala cu produsul dintre sarcina )
H
a particulei si intensitatea E a cAmpului electric aplicat,

— —

Fi1=QFE. (1.1)

Forta de frecare Stokes, ?2, proportionala cu coeficientul de vascozitate
dinamics a mediului 7, raza particulei r si viteza electroforetici v,

?2 = 6mrov. (1.2)

Produsul 67nr = f se numeste coeficient de frecare.

Forta de franare electroforetica, ?3, rezultata ca urmare a atractiei ex-
ercitate de campul electric asupra ionilor electrolitului (solutia tampon in
care se deplaseaza particula),



— —
Fs=(Q—-¢-(-1)E, (1.3)
unde ¢ este permitivitatea dielectrica a mediului iar ¢ este potentialul
electrocinetic al particulei.

Forta datorata efectului de relaxare, ?4; efectul de relaxare apare din
cauza redistribuirii ionilor electrolitului in apropierea particulei, sub actiunea
campului electric uniform.

Imediat dupa aplicarea cAmpului electric, suma vectoriala a celor patru
forte devine egala cu zero,

— — — —
Fi+Fy+ F3+ Fy4=0, (1.4)

. . - — . v

iar viteza electroforetica v devine constanta.

In cazul electroforezei in medii stabilizante de tipul gelului de amidon
—

sau al gelului de poliacrilamid_é}, forta de franare electroforetica F's si forta
datorata efectului de relaxare F', sunt neglijabile. Astfel relatia (1.4 ) devine

— —
Fi+ Fy=0. (1.5)
Folosind relatiile (1.1) si (1.2), relatia (1.5) capata forma

QE) + 6mrv =0, (1.6)
de unde obtinem expresia vitezei electroforetice
QE
v =— : (1.7)
6mnr
Modulul vitezei electroforetice va fi deci
Q- FE
v = .
6mnr
Masa unei particule de raza r si densitate p este
4 4
M = pmr (1.8)

Din ultima relatie deducem ca raza r a particulei este proportionala cu
M3, deci r ~ M3, Deoarece coeficientul de frecare f = 6xnr si r ~ M/3
rezultd cd f este proportional cu M3, adicg f ~ M3,

Viteza electroforetica v este direct proportionald cu @) si cu F dar invers
proportionals cu r. Folosind faptul ci r ~ M3 obtinem v ~ % .

Astfel, viteza electroforetica este direct proportionala cu intensitatea cam-

pului electric E si cu raportul %



Mobilitatea electroforetica, i, se defineste ca raportul dintre viteza elec-
troforetica si intensitatea campului electric

_r_ 9
M_E_67r777"

Din relatia (1.9) se observa ca mobilitatea electroforeticd depinde de ra-
portul @/r, adicd particulele pentru care acest raport este identic au mobil-
itati electroforetice identice.

Deoarece viteza electroforetica poate fi exprimata ca raportul dintre dis-
tanta de migrare d si intervalul de timp ¢,

(1.9)

d
v=-, (1.10)
t
mobilitatea electroforetica se poate exprima gi prin relatia
v d
=—==—. 1.11
E tE (L.11)

Mobilitatea relativa, p,.;, se defineste ca raportul dintre distanta d, de
migrare a unei benzi si distanta de migrare d.,;, a frontului de colorant [2]

d

= —. 1.12
Hopep dcol ( )

Mobilitatea relativa se utilizeaza pentru a compara migrarea unei proteine
de la un mediu suport la altul, fara a tine seama de lungimea mediului suport
sau durata electroforezei.

Mobilitatea relativa a unei benzi polipeptidice depinde de dimensiunea
polipeptidei. Folosind un set de proteine standard cu greutatile moleculare
cunoscute, se poate obtine o curba standard a dependentei mobilitatii rela-
tive de greutatea moleculara, care permite estimarea greutatilor moleculare
pentru proteine necunoscute.

In electroforeza intr-un mediu stabilizant, particulele cu mobilititi elec-
troforetice diferite se vor deplasa ca zone distincte. Teoretic, separarea
diferitelor fractiuni sub forma de zone distincte este realizabila dacad mo-
bilitatile relative sunt suficient de diferite si daca distanta de migrare este
suficient de mare. Astfel, eficienta unei separari electroforetice este expri-
mata printr-o marime numita rezolutie de separare notata R,. Rezolutia de
separare pentru doud tipuri de particule, care formeaza doua zone (1 si 2),
se exprima astfel

2-Ad

_z = 1.13
I+ 15 (1.13)

S



unde Ad reprezinta distanta dintre centrele zonelor 1 si 2, iar [y si [o
latimile zonelor formate de cele doua tipuri de particule. Drumul parcurs de
o particuld in procesul de separare electroforetica este dat de produsul dintre
viteza electroforetica si timpul de migrare

d=v-t. (1.14)

Pe baza relatiei (1.11) se poate scrie
d=p-t-FE, (1.15)
de unde obtinem

Folosind relatiile (1.13) si (1.16), rezolutia de separare poate fi rescrisa in
forma

2-(py —po) 1+ B
L+ 1o '

Se considera ca pentru o separare electroforetica eficienta este necesar sa
fie indeplinita conditia 1 < R, < 1, 5.

Se observa ca un rol hotarator in separarea a doua particule diferite il
are latimea zonelor (I; si l2), care este asociatd cu o dispersie de tip Gauss,
datorita caracterului aleator al procesului de deplasare. Dispersia totala,
in cazul electroforezei, este suma a cinci termeni care actioneaza indepen-
dent: difuzia termica, microeterogenitatea, difuzia turbulenta, electrodifuzia
si electrosorbtia. Pentru electroforeza in mediu liber prezinta importanta
numai contributiile difuziei termice gi a microeterogenitatii, iar pentru elec-
troforeza in mediu stabilizant contributiile difuziei termice si ale difuziei tur-
bulente. Astfel rezulta ca pentru cresterea rezolutiei este preferabil sa creasca
intensitatea campului electric E si nu timpul de migrare [3].

Yarmola gi colaboratorii au aratat ca difuzia nu este cauza predominanta
a largirii benzilor separate in gelurile de agaroza si ca largimea benzilor de-
pinde liniar de distanta si timpul de migrare [4]. Prin intermediul unui alt
studiu, Yarmola gi Chrambach au analizat influenta unor factori (gradien-
tul de temperatura, incalzirea prin efect Joule, diferenta de conductivitate
dintre analit gi tampon, electroosmoza, microeterogenitatea datorata difer-
entelor de densitati de sarcing, etc.) asupra largirii benzii asociate proteinei
R-phycoerythrin analizata prin electroforeza in gel de agaroza si electroforeza
in gel de poliacrilamida [5]. Acestia au ardtat ca nici unul dintre factorii anal-
izati nu este cauza majora a largirii benzii, au confirmat dependenta liniara a

R, =

(1.17)



largimii benzii de distanta de migrare si au descris panta acestei dependente
in functie de conditiile electroforetice.

De asemenea, in calculul rezolutiei trebuie luat in considerare si pH-ul
solutiei tampon care afecteaza mobilitatea electroforetica, deoarece sarcina
electrica neta depinde de pH. Rezolutia mai depinde si de difuzia post elec-
troforeza, care este strans legata de metoda electroforetica utilizata.

Mobilitatea electroforetica depinde atat de factori care sunt proprii parti-
culei (marimea, forma, sarcina electrica, concentratia si gradul de hidratare
si disociere) cat si de cei caracteristici mediului de separare (vascozitatea,
pH-ul, intensitatea cAmpului electric, timpul de migrare). Se stie cd pH-ul
solutiei tampon afecteaza sarcina electrica neta a particulelor. De exem-
plu, proteinele contin lanturi polipeptidice care au cel putin doua grupari
terminale ionizabile: grupa amino si grupa carboxil. Aceste sarcini sunt re-
sponsabile de migrarea proteinelor in cAmp electric. La pH mare, gruparile
carboxil (-COOH) sunt incarcate negativ iar gruparile amino (-NHj) sunt
neutre. La pH mic, grupdrile carboxil sunt neutre iar gruparile (-NHj) sunt
incarcate pozitiv. Astfel, trebuie s existe un pH intermediar la care proteina
nu are sarcina electrica neta si nu migreaza in camp electric. Aceasta valoare
a pH-ului se numeste punct izoelectric. La un pH mai mare decét punctul
izoelectric, o proteina este incarcata negativ si cdnd proba este aplicata pe
gel, la capatul dinspre electrodul negativ, aceasta va migra catre electro-
dul pozitiv. Viteza de migrare a unei proteine in caAmp electric depinde de
densitatea sa de sarcind (raportul dintre sarcind si masi); cu cat densitatea
de sarcina este mai mare cu atit proteina se va deplasa mai repede. De
exemplu, albumina serica, ce are punctul izoelectric 4,7, va avea o sarcina
negativa mare intr-o solutie tampon de pH=8,6 comparativ cu y-globulinele
care au punctul izoelectric 7,2. De aceea, la pH=8,6 albumina va migra catre
electrodul pozitiv cu viteza mai mare decat y-globulinele.

Mobilitatea electroforetica este influentata semnificativ si de taria ionica
a solutiei tampon si de temperatura mediului de migrare.

Taria ionica, j, este definitd ca semisuma termenilor obtinuti prin in-
multirea concentratiei molare, ¢, a fiecarui ion din solutie, cu patratul valentei
sale, z:

1 )
jzigq-zi. (1.18)

Mobilitatea electroforetica este aproximativ invers proportionala cu rada-
cina patrata a tariei ionice:

1
e (1.19)
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Utilizarea solutiilor tampon cu tarii ionice mici conduce la mobilitati elec-
troforetice mari, deci viteze de migrare mari. In schimb, t&riile ionice mari
dau viteze de migrare mai lente, timpii de migrare necesari sunt mai mari iar
rezolutia de separare a zonelor este mai buna.

Din pacate, cu cat este mai mare taria ionica a solutiei tampon, cu atat
creste conductivitatea si, prin urmare, cantitatea de caldura degajata prin
efectul termic Joule. Temperatura ridicata produce cresterea vitezelor de
difuzie a ionilor i, totodati, o crestere a mobilitatii. In acelasi timp, vascoz-
itatea mediului scade odatd cu cresterea temperaturii. In felul acesta, scade
rezistenta electrica si, la tensiune constanta, curentul va creste, sporind si
mai mult producerea de caldura. Din aceasta cauza, alegerea tariei ionice
a solutiei tampon este foarte importanta, ea determinadnd efectiv puterea
electrica ce poate fi aplicata sistemului [6].

Factorii de influenta luati in discutie paAna acum sunt prezenti la toate
formele de electroforeza, fie in solutie liberd (electroforeza frontald) fie in
medii stabilizante (gelurile de amidon si poliacrilamida, acetatul de celuloza,
hartia). Cu toate acestea, la utilizarea unui mediu suport, pot intervenii
factori suplimentari ce influenteaza mobilitatea electroforetica si rezolutia
separarii. Acestia se referd la efectele de adsorbtie pe suport, neomogen-
itatile matricei suport, schimburile ionice cu gruparile incarcate electric ale
moleculelor suport si electroosmoza (care apare datorita gruparilor incarcate
electric din mediulul suport).

Electroosmoza este un fenomen electrocinetic, reciproc electroforezei, care
apare in urma deplasarii fazei lichide de dispersie intr-un capilar, sistem de
capilare sau mediu poros la aplicarea unui camp electric exterior [7]. In
unele medii suport stabilizante, de exemplu hartia de filtru si mai ales gelul
de agaroza, electroosmoza este corelata cu proportia de sarcini negative ale
acestora. Particulele incarcate pozitiv si moleculele fazei lichide asociate lor,
intr-un sistem electroforetic cu polaritate negativa, vor migra impreuna spre
catod sub forma unui flux de lichid. Cum deplasarea particulelor incarcate
negativ (proteine, acizi nucleici, etc.), care urmeaza a fi separate, se face spre
anod, electroosmoza poate sa influenteze negativ separarea propriu-zisa, prin
convectie internd. Asa se explicd includerea sa in categoria factorilor care
influenteaza mobilitatea electroforetica si rezolutia de separare.

1.2 Electroforeza in mediu liber

Electroforeza in mediu liber este cea mai veche metoda si a fost introdusa
de Tiselius in 1937 pentru separarea proteinelor serice [8]. Ulterior, s-au
adus imbunatatiri atdt metodei cat si aparaturii folosite. In plus s-au pus
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