METODOS
CROMATOGRAFICOS:
|. Exclusion molecular
2. Intercambio ionico

3.Afinidad SSN



Propiedades de una proteina que son utiles
para su purificacion por cromatografia

Peso molecular
Carga ionica
Hidrofobicidad

binding Hydrophobic

Union especifica a residues 3 Y=gt residues
ligantes | .




Pasos para purificar a una proteina
por cromatografia en columna:

Empacar la columna

Equilibrar la columna

Aplicar la muestra

Lavar la columna (no en todos los casos)
Eluir la muestra

Fraccionar el eluato

Detectar y cuantificar la proteina de interés



EXCLUSION MOLECULAR O
FILTRACION EN GEL

FUNDAMENTO TEORICO

> La cromatografia de exclusion o filtracion en gel es una
clase de cromatografia solido-liquido que permite la
separacion de moléculas en funcion de su TAMANO.

» En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es un
gel. El gel esta constituido por particulas esfericas que
tienen POROS de un determinado tamano.



CROMATOGRAFIADE
FILTRACION EN GEL

» Las moléculas de tamano
pequefio difunden a traves
de los poros de las
particulas del gel y por
ello son retardadas en su
paso por la columna.

» Las moléculas grandes
no entran en los poros de
las particulas del gel,
eluyen primero.




| Soportes que pueden ser de material variado como:

Polisacaridos

Inorganicos Polimeros sintéticos
" <Silica Porosa Poliacrilamida (Biogel P) Celulosa (Cellulafine,
Sephacel)
*Vidrio de Poro Polimetacrilato (Spheron) 5 Senhad
controlado I [ extrang (e
Poliestireno
_ o Agarosa (Sepharosa,
*Hidroxiapatita Superosa, Ultragel Ay

BioGel)

Compuestos Polimero organico — polisacarido

*Poli N,N’ .- bisacrialmida- dentrano (Sephacryl)
«Agarosa — dextrano (Superdex)

«Agarosa — poliacrilamida (Ultradex A A)



Propiedades de algunos geles de Sephadex (gel dextrano)

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

Tipo polisacaridos péptidos/proteinas | (g/q gel seco) | (ml/g gel seco)
G10 hasta 700 hasta 700 1.0 2
G15 hasta 1500 hasta 1500 1.5 3
G50 500 - 10000 1500 - 30000 5.0 10
G75 | 1000- 50000 3000 - 80000 7.5 12-15
G100 [ 1000 - 100000 4000 - 150 000 10.0 15-20
G150 [ 1000 - 150 000 5000 - 400 000 15.0 20-30
G200 [ 1000 -200 000 5000 - 800 000 20.0 30-40




Cromatografia Filtracion en gel

Mixture of large 4
and small
proteins

Chromatography
column

Tubes for collecting
proteins after
separation
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Cromatograma de monitoreo de la
eficiencia de la purificacion
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Aplicaciones de la filtracion en gel

» separacion de sustancias de distintos pesos
moleculares

» determinacion de pesos moleculares de
proteinas

» Desalar proteinas



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO
IONICO

» Separacion que se basa en la carga eléctrica de las
proteinas.

» Se aplica en una matriz de carga opuesta a la de la
proteina que se quiere purificar.

» Se debe tener un pH determinado.

> Las proteinas se eluyen de menor a mayor fuerza de
union.



Las proteinas son moléculas
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» Suma de las cargas de las cadenas laterales de los aminoacidos

» Dependen de: pH y pKa; ambiente que los rodea

» pH solucion> pl= proteina carga(-) por desprotonacion.

» pH solucion< pl= proteina carga(+) por protonacion

» pH solucion =pl =proteina carga(0) precipitado insoluble



Principio de la cromatografia

» Las proteinas quedardn
retenidas sdlo si tienen
carga opuesta a la
matriz.

> Si se tienen proteinas
retenidas, su tiempo de
retencion serd mayor a
mayor carga.




Factores que afectan la retencion

» Fuerza ionica
» pH (funciona muy bien para acidos y bases debiles)

» Modificadores organicos



‘ /q Intercambio Anidnico (moléculas a

separar cargadas neqativamente)

Resinas Cationicas

Dietil amino etilcelulosa o DEAE
(débil)

Amina Cuaternarias-CH,-N*(CH,)
Q (fuertes)

. Intercambio Catidnico (moléculas a
separar cargadas positivamente)

Resinas Anionicas
Carboximetil -O-CH,COOQO®)
(CM) débil

Sulfometil -CH,-S0,0
S (fuerte)




Supplier Name
Pharmacia ~ DEAE Sepharose Fast
Flow
" DEAE Sepharose CL-6B
” DEAE Sephacel
DEAE Sephadex A-50
BioSepra DEAE Trisacryl M
Bio-Rad DEAE Bio-Gel A
Pharmacia ~ CM Sepharose Fast Flow
7 CM Sepharose CL-6B
BioSepra CM Tosacryvl M -
Bio-Rad - Bio-Rex 70
* CM Bio-Gel A
Pharmaciz - UM Sephsdex C-50
i ¢ Sepharose Fust Flow
“ OAE Sephadex A-S0
v SP Sepharose Fast Flow
v SP Sephadex 30
BioSepra '

'SP Trisacryl M

Commercially Available Ton Exchangers

Tvpe Matrix Loading Capacity =~ Flow Rate pH
mg/ml cm/min*  Stability
Weak  X-linked Agarose 3-110 12.5 1-14
anion
” 7 2-170 1.7 2-14
” Beaded Cellulose 10-160 0.17 2-12
” X-linked Dextran 2-110 2-9
” Synth. Polymer 80-90 3 1-11
” X-linked Agarose 45 >0.3 2-9.5
Weak ”? 15-50 12.5 2-14
cation
" ” 10-120 2 2-14
.. Synth. Polymer . 90-100 3 1-11
i ” . : B.4-15 5-14
" K-linked Agarose 45 >33 £.5-10
moe e dedinked Dextean 7140 . 510
Strong K-linked Agmrose 3-120 87117 2-12
ARION o , : -

v Kolinked Dexwan 0 1.2-80 S 1
Swong  Xolinksd Agarose &l 125 314
gation - - :

- A-linked Dexiran - B-110 2-10

- Synth, Polyimer | 100 & B-1L

* em/min = mi/mincern® column cross-sectionsl e



Factores para eluir

» Aumentar concentraciéon de NaCl u otra sal en el buffer
eluyente.

DEAE Matrix

Low Salt { NaCl)

» Cambio de pH



lones comunmente usados

Counter-ion Activity Series

Foranion  Ag'> (binds more tightly than) Cs* > K" >NH4" >N a >
exchange: H" > Li"

For cation I » NOy~> PO, > CN- > HSOy™ > CI > HCO5~ > HCOO"
exchange: > CH,COO- > OH" > F-
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Usos:

> Se utiliza principalmente para separar una proteina de
otros contaminantes siempre que las diferencias entre
las cargas sean suficientemente grandes.

> Separa aminoacidos, péptidos, nucledtidos vy
generalmente compuestos 10nicos.

» En laboratorios clinicos se utiliza para separacion de
hemoglobina, iIsoenzimas y esteroides.



Cromatografia de afinidad

Se basa en la afinidad biologica especifica de cada proteina
hacia un ligando en particular.

Esta puede ser:
Proteina — Ligando
Enzima — Sustrato
Receptor — Hormona
Anticuerpo - Antigeno

e

Figure 6. An affinity matrix binding to its target protein
A. The bead. B. The Spacer arm. C. The ligand. D. The target protein.




Soportes o _matrices

Quimicamente inerte.
« Tener alta porosidad.

« Gran numero de grupos funcionales capaces de
formar enlaces covalentes con los ligandos.

* EIl méas usado: Agarosa, tambien se usan polimeros
de acrilamida y silices CPG.
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L_igandos

» Union covalente estable con el gel de agarosa
» Alta capacidad para atrapar a la proteina en cuestion.

» Pueden ser enzimas, anticuerpos, grupos quimicos
especificos.

» Sl el ligando es una enzima evitar condiciones que la
activen cataliticamente.



Ventajas

» Capacidad de explotar sus propiedades bioquimicas
(Unicas).

» Se evitan varios pasos de purificacion que con otras
técnicas clasicas.

» Normalmente se obtienen altos rendimientos y alta
actividad especifica.

> Se pueden separar proteinas, enzimas, anticuerpos,
membranas, receptores, vitaminas, antigenos incluso
celulas enteras.



Esquema de purificacion

El ligando se une covalentemente a una matriz.
LLa mezcla de proteinas se hace pasar por la matriz.

Se une solo la que reconoce al ligando (union no
covalente)

LLas demas proteinas y el resto se eluye.

Se desprende la proteina por adicion de sal, pH,
temperatura o exceso de ligando libre



Procedimiento de purificacion

Para eluir a la
proteina se puede

usar a su ligando l'..\j ﬂ L ﬂ L
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Procedimiento de purificacion

, ® Bait
Para proteinas ® | rtencompoes

recombinantes que

@
contienen una \/

secuencia marcadora -
(extension de His) !
Se usa una columna
con un soporte unido £ i
d metal D-{tis L +@®
Se desplaza la proteina Tryosin
N 4 digestion
por la adicién de I

imidazol, solventes, M vass
pectrometry

!

Protein ID
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Conclusiones

» Técnica muy especifica
» Altos rendimientos y eficiencia
» Purificacion eficiente con menos pasos posibles

» Ampliamente usada en bioquimica para medicina y
farmacia



TAREA: entrega 26 de febrero

Se presenta la siguiente mezcla de proteinas

Proteina Peso Molecular (Da) Punto
Isoeléctrico
Tripsina 34.000 8.0
Pepsina 35.500 2.75-3.0
Gelatinas 100.000 4.8-4.85
Insulina 40.900 5.30-5.35

Con la informacion que cuenta:

1. Prediga (dibujando) los perfiles de elucion bajo las
siguientes operaciones cromatograficas:
Intercambio Anidnico a pH 6.0
Intercambio Catidnico a pH 6.0
Filtracion por geles



2. Plantea 2 procesos optimos para purificar insulina
de la mezcla antes sehalada

(Indique tipo de columnay el pH de trabajo en el caso
de ser necesario).

Indique en cada paso que contaminante(s) se estaria
eliminando. Considere:
i) el siguiente ranking de eficiencias
Afinidad> Intercambio Idnico, HIC >Filtracion por
gel
ii) Adicionalmente considerando que cuenta con las
siguientes matrices
Q-sefarosa
SP-sefarosa
Fenil-sefarosa
Sephadex G-100
Proteina M (Especifica para Insulina)



Purificacion de la LDH de musculo
esqueléetico de Gallus gallus

Parte ll: Desalado y cromatografias

Ben ULTRAFILTRACION. ;Cudl £s la funcidn del AMICON? -I'l'-" e

-

- JQué propiedades de la LDH zon importantes
agqui

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMEBEID MIMICO. CADMATOGRAFIA DE  AFINIDAD. QU
fué propiedades de la LDH son importantes propiedades de la LDH som importantes
A’ i’

Buffer Funcidn Buffer Funcidn

€1 20 mM Tris/HC Az 20 mM TrisHC

pH=G.5 pH=E.i

D: 20 mA Tris/HC B: 30 mM Tris/HC

pH=6.5 y 1 M de Hacl pH=0.5y 1 mM de

[T




Consideraciones para las

cromatografias

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO 1ONICO.
Cusdl es el pl de la LOH?

LAVADO. ;Cudl es Ia funcion
del lavado?

ELUCION. ;Cual es la funcidn
2 del Nacl2

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.
;Qué cofactor utiiza la LDH?
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3] A s LAVADO. ;Cudl es la funcion
el A dellavado?

ELUCION. ;Cudl es la funcién
del NADH?
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