METODOLOGIA DE ESTUDIO DE AMINOACIDOS Y PROTEINAS



Purificaciénde proteinas

&, Definir los objetives de la purificacion. Grado de pureza, cantidad v nivel de
actividad requeridos.

E. Seleccionar la muestra biologica de inicio. Dependera de la localizacion de |a
proteina tanto entejidos como en compartimentos extracelulares o intracelulares.

(. Desarrellar una técnica de analisis. Para |a determinacian rapida de la pureza,
actividad o contenido total de proteina. Un método frecuentemente utilizado para
evaluarla pureza es |la separacian de la proteina mediante electroforesis.

. Minimizar la manipulacioen de la muestra. Evitar los procedimientos largos, va
gue se corre el riesgo de perder la actividad de |la proteina o reducir el rendimiento.

E. Remover al inicio del proceso los posibles contaminantes. Como por ejemplo
las proteasas.

F. Reducir el uso de aditives. El uso de muchos vy diversos aditivos comao sales vy
amortiguadores en cada paso, puede llevar a la perdida de la actividad de la
enzima v aumentar los costos de la purificacion. Seleccionar v usar solo o
Necesaro.

>, Usar una tecnica diferente en cada paso. Fara ello tomar en cuenta las

caracteristicas propias de la proteina como tamafo, carga, hidrofobicidad vy
especificidad por ligandos.

H Minimizar el numero de pasos. En cada paso se pierde proteina




METODOS GENERALES DE PURIFICACION DE PROTEINAS.
1)Ruptura del material y obtencion de un extracto libre de células.
2)Precipitacion (sales, pH, alta temperatura, solventes organicos).
3)Dialisis o ultrafiltracion. Concentracion.

4)Fraccionamiento cromatografico.

Principio de separacidn Tipo de cromatografia
Forma y tamanio Filtracion por gel
Carga neta Cromatografia de intercambio iénico.
Punto isceléctrico Cromatoenfocado
Hidrofobicidad Cromatografia de interaccion
hidrofébica
Cromatografia en fase reversa
Funcién biolégica Cromatografia de afinidad
Antigenicidad Inmunoadsorcion

Contenido en carbohidrato Cromatografia con lectinas
inmobilizadas

Grupos sulfhidrilos libres Cromatografia covalente

Capacidad de ligar metales Cromatografia de quelatos metalicos




Cromatografiale exclusiomrmolecular Filtracionen gel)

Carbohydrate ,
polymer bead Sl
Small molecules | *\&* )
enter the |
aqueous spaces ~
m m within beads
}

Protein
sample
P ~H Lar§e
molecules —__|
Molecular cannot enter
exclusion -~ beads
gel
— —

Jooo0 eo0y oeanos



Propiedades de algunos geles de Sephadex (gel dextrano)

Peso molecular, limites de fraccionamiento agua retenida vol. de gel
hidratado

Tipo polisacaridos péptidos/proteinas (a/g gel seco) (ml/g gel seco)
G10 hasta 700 hasta 700 1.0 2
G15 hasta 1 500 hasta 1 500 1.5 3
G25 100 - 5000 1000- 5000 2.5 5
G50 500 - 10000 1 500 - 30000 5.0 10
G75 1 000 - 50 000 3 000 - 80000 7.5 12-15
G100 1 000 - 100 000 4 000 - 150 000 10.0 15-20
G150 1 000 - 150 000 5 000 - 400 000 15.0 20-30
G200 1 000 - 200 000 5 000 - 800 000 20.0 30-40




Calculade PM

Proteina problema
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Ve Vo | (;(_-l 1 Ve = volumen de fase movil necesario
para eluir la molécula de interés
Vo= veolumen de exclusion

Moléculas de peso

molecular desconocido Vs =volumen de la fase estacionaria

Vi=Vit-Vo
Vit =volumen total de la columna
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Cromatografia de intercambio idonico

» Las proteinas se separan segun J A\
su carga a un pH determinado £

(Ej: intercambio catidnico)

Proteinas cargadas
positivamente se unen
a la matriz cargada
negativamente

Kev: @ lLarge net poaitive charge
: @ Wet posilive charge
@ Net negative charge

@ Large net negative charge

Polymer heads
with negatively
chargad
functional groups

Proteinas cargadas
neg ativamente pasan Protein mixture is added

sin unirse to column contaming
cation exchangers,

Proteins move through the
column at ratez determined I

b their net charge at the |
P being need, With cation | .' -
exchangers, proteing with | [ i_!! o J
a more negative net charge | o 3 4 5 @
move faster and elute earher.
ia)



Cromatografia de afinidad

» Las proteinas se separan en funcion de la especificidad de umon a un ligando
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METODOS GENERALES DE PURIFICACION DE PROTEINAS.
1)Ruptura del material y obtencion de un extracto libre de células.
2)Precipitacion (sales, pH, alta temperatura, solventes organicos).
3)Dialisis o ultrafiltracion. Concentracion.

4)Fraccionamiento cromatografico.

Principio de separacidn Tipo de cromatografia
Forma y tamanio Filtracion por gel
Carga neta Cromatografia de intercambio iénico.
Punto isceléctrico Cromatoenfocado
Hidrofobicidad Cromatografia de interaccion
hidrofébica
Cromatografia en fase reversa
Funcién biolégica Cromatografia de afinidad
Antigenicidad Inmunoadsorcion

Contenido en carbohidrato Cromatografia con lectinas
inmobilizadas

Grupos sulfhidrilos libres Cromatografia covalente

Capacidad de ligar metales Cromatografia de quelatos metalicos

HPLC, FPLC,AKTA




Otra alternativa es la expresion en sistemas heterdlogos
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Analisis de muestras: Electroforesis en gel
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SD3vlyAcrilamideGel Hectrophoresis (SDBAGE)
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Isoelectroenfoque
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Electroforésis en 2 dimensiones (geles 2D)
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Determinacionestructuraprimaria
Composicioren aminoacidosHidradlisis, derivatizaciony HPLC
SecuenciaDigestioncon proteasas

HPLC
Espectrade masa

Determinacionestructurasecundaria
Dicroismocircular
Determinacionestructuraterciaria cuaternaria

Cristalografigy difraccionde rayosX oResonancidagnética
Nuclear (RMN)
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Digestiébncon proteasas

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
Ala - Leu - Tyr - Met - Gly - Arg - Phe - Ala - Lys - Ser - Glu - Asn
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Paraidentificarla muestraesnecesariautilizar unabase dedatos

Proteinag

digestion @_’ %
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ESTRUCTURA SECUNDASKImismocircular
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Cristalografiay difraccionde rayosX
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Ajustepor secuenciale aminoacidos Estructurafinal



