Purificacion de proteinas

Cromatografias




Purificacion de la enzima lactato deshidrogenasa

de musculo esquelético de pollo
ESQUEMA GENERAL

Sesion 1. Extraccion y precipitacion con
sulfato de amonio




Las propiedades de las proteinas son utiles para su
purificacion por cromatografia

< Tamano (masa molecular)

% Carga binding

residues

+» Hidrofobicidad

< Union especifica a ligandos




Cromatografia

Metodo de separacion que se basa en el reparto de especies
entre una fase estacionaria y una fase movil.

Conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion
selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes
de una mezcla, permitiendo identificarlos.

e Cromatografia de exclusion molecular (o filtracion
en gel)

e Cromatografia de intercambio i0nico
e Cromatografia de interaccion hidrofobica

e Cromatografia de afinidad



Matriz quimicamente inerte

Alta porosidad




Soportes que pueden ser de material variado como:

Diferentes tipos de polimeros que varian en el grado de entrecruzamiento y por lo tanto
en la selectividad por moléculas de diferente tamano.

Inorganicos Polimeros sintéticos Polisacaridos
«Silica Porosa Poliacrilamida (Biogel P) (;"elulosa ‘(L'elhﬂatme.
Sephacel)
*Vidrio de Poro Polimetacrilato (Spheron) === —
controlado o [ extrano (Sephac e:r;)]
Poliestireno -

_ _ : Agarosa (Sepharosa,

*Hidroxaapatita

Superosa, Ultragel Ay
BioGel)

Compuestos Polimero org:inico — polisacarido

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

*Agarosa — poliacrilanuda (Ultradex A A)



Matriz. Sustancia con la que se empaqueta la columna. También se
denomina fase estacionaria o lecho de la columna.

Fase Movil (Eluyente). Solucion tamponada (buffer) que se emplea
para transportar solutos a través de una fase estacionaria.

Volumen de la columna. Volumen total de la sustancia con la que
se empaqueta una columna cromatografica.

Volumen muerto de la columna. Cantidad de solvente que tiene
que atravesar la columna para asegurar que se ha reemplazado
completamente.

Volumen de elucion de un soluto: Cantidad de solvente necesaria
para eluir el soluto de la columna.



Volumenes de una columna cromatografica
a b c

Vi Vo V-V

Figura 2. Volumenes de una columna cromatografica

a) Volumen total (Vt): volumen que ocupa el cilindro del gel hidratado.

b) Volumen vacio (Vo): Volumen existente entre las esferas del gel.

c) Vt-Vo: Volumen ocupado por las esferas del gel, que se expresa como la
diferencia de los dos volUmenes anteriores.




Pasos para purificar proteinas por cromatografia

|

Detectar y cuantificar proteinas Eluyente Proteinas separadas

Empacar la columna ectre
apllcada Eluyente

Equilibrar la columna

Aplicar la muestra

Volumen
de columna

Lavado (no en todos los casos)
Matriz

Eluir la muestra

Tapon -+
pOroso

Colectar el eluato



Cromatografia de particion: La separacion depende
de las diferencias en la movilidad de las moléculas en el
liquido (fase movil) al atravesar la matriz.

Cromatografia de adsorcion: Las moléculas se unen
a la matriz y son eluidas al cambiar la composicion del
medio de elucion.



Cromatografia de exclusion
molecular
(Filtracion en gel)

Permite la separacion de moléculas en
funcion de su tamano.




Cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel.
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PRINCIPIO:

El material de la columna es poroso.

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

Las moléculas grandes no entran en los poros de la

matriz, por lo tanto eluyen primero.



Cromatografia de exclusion molecular
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TIPOS DE MATRIZ
GRANULOS DE UN MATERIAL POROSO

El material debe ser:

E HIDRATADO eUn polimero inerte
« Dextranos con enlaces *No cargado
cruzados eCon tamano de poro uniforme
« Agarosa

o Poliacrilamida



Propiedades de algunos geles de Sephadex (gel dextrano)

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

Tipo polisacaridos peptidos/proteinas | (g/g gel seco) | (ml/g gel seco)
G10 hasta 700 hasta 700 1.0 2
GI5 hasta 1500 hasta 1500 1.5 3
(25 100 - 5000 1000 - 5000 2.5 5
(50 500 - 10 000 1500 - 30000 5.0 10
G/5 1000 - 50000 3000 - 80000 7.5 12-15
G100 | 1000 - 100000 4000 - 150 000 10.0 15-20
G150 | 1000 - 150000 5000 - 400 000 15.0 20-30
(200 | 1000 - 200 000 5000 - 800 000 20,0 30-40




Nombre*

Sephadex G-10)
Sephadex G-15
Sephadex G-25
Sephadex (G-54)
Sephidex G-75
Sephadex G-100
Sephadex G-150
Sephadex G-200

Sephacryl §-2(x)
Sephacryl §-300

Scpharose 28
Sepharose 48
Sepharose 6B

Tabla 26.4 W Medios de filtracion por gel

Intervalo de

fraccionamiento (PM)
de proteinas globulares

hasta 700
hu.\tg 1 500
| OO00O-5000
| S00-30 000
3000840 000
4 000150 O(x)
S5000-300 000
5 000600 00

S 000-250 (00
10 001 500 000

70 D00-40 000 000
60 (X00-20 000 000
10 000-4 000 000

Nombre?

Bio-Gel P-2
Bio-Gel P4
'Bio-Gel P-6
!' Bio-Gel P-10
Bio-Gel P-30
Bio-Liel P-60
Bio-Gel P-100
Bi10-Gel P-150
Bi10-Gel P-200
Bio-Gel P-300

Bio-Gel A0S m
Bio-Gel A-1.5m
Bio-Gel A-Sm
Bio-Gel A-I15m
Bio-Gel A-SOm
Bio-Gel A-150

Intervalo de
fraccionamiento (PM)
de proteinas globulares

100-1 800
ROO-4 000
1 000-6 000
| S00-20 000
2 50040 00
3 060 000
5 COU- 100 000
15 000150 000
SO 0O0-200 ((K)
66 000400 000

< 10 000-500 000
<10 0001 500 000
10 Q005 000 000
4O 000< 1S 000 000
100 00050 000 000
1 000 0001 50 000 D00



Molecular Weight Ranges for Gel Filtration Media

108 102 104

10% 10 107

Sephacryl 5-100 HR

Sephacryl 5-200 HR

Sephadex G-10

Sephacryl 5-300 HR

Sephadex G-15 |

Sephacryl 5-400 HR

S-dex G-25
I Sephadex G-50

Sephadex G-75

Sephadex G-100

Sepharose 6B and CL-6B

Sepharose 4B and CL-4B

Sepharose 2B and CL-2B

Tayapear] HW-40

Toyopear| HW-50

Toyopearl HW-55

| I R R I
102 =02 5

Toyopearl HW-65

Toyopearl HW-75
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Media Selection

Type Dia pm | Cut off Da Application

G-10 40-120 <700 Desalting Peptides

G-25 40-120 <1,500 Desalting Proteins & Nucleic Acids

G-50 50-150 100-5,000 Removal of Free labels from labeled
macromolecules

G-100 40-150 1,000-10,000 | Molecular weight determination




Cromatografia de exclusion molecular

“‘7 ' l'ﬂ Carbohydrate o o
\\' / polymer bead —_[{ o "¢
\ / \ Small molecules | 7@ .
/ enter the o 7 (
il ~aqueous spaces
/ 3 }L / \\r I{— // \‘1 within beads N
Protein : >
sample l YA
1} lr-igcl;%eecules — \g%j’?
Molecular cannot enter o~ ld/'ﬁ/:%/
exclusion J  beads RN\
gel I l\% &
_— _ @L




Cromatograma del monitoreo de la purificacion por cromatografia
de exclusion molecular.

high
Absorbance molecular
A weight
low
mole_culor
sample weight
injection

intermediate
molecular weight

equilibration

V, void volume V,
total column volume V,

1lcv




Aplicaciones de la cromatografia de
exclusion molecular

Desalado

Cambio de condiciones del amortiguador
Separacion de biomoleculas de distintos tamanos.
Purificacion de proteinas.

Determinacion de la masa molecular de las proteinas.

El volumen de elucion es proporcional al logaritmo de la masa molecular.



Desalado

A 280 rem
— WV 280 nm
—Conductivity
0.15 '|
(Histidine] ; protein
0.10 —

0.05 —




Aplicacion: Determinacion de la masa molecular.

Existe una relacion lineal entre el volumen de elucién y el logaritmo
de la masa molecular de las proteinas.

Albimina

4.8-

4.6 B

Anhidrasa carbonica
4.4¢

a2t Enzima proteolitica

Log. del Peso Molecular

Citpcromo ¢

40 50 60

Volumen de elucion (ml)



Cromatografia de intercambio ionico

» Separacion de moléculas con base en su carga neta

% La muestra se aplica en una matriz de carga opuesta a la carga
neta de la proteina que se quiere purificar

» Se debe tener un pH determinado en el buffer de elucion

» El orden de elucion de las proteinas depende de la “fuerza” de
union con la matriz.



Las proteinas son moléculas que tienen carga

Positive & Negative &
i I o o S - Y ' o ]
Arginine Histidine Lysine Aspartic acid Glutamic acid
H H 11 H H
H3N‘—¢- COOr ng*—#cm- HJ:.:'—&-cu:r Hy N —#cm H;N'# COO
|
Cli I Ll‘i-lz CH, CH, CH,
. | |
rT“: C—NH CH, Ll"ﬂr::-- CH,
- CH | |
G » CH coo
L HC —NH
e CH.
= .! |
{‘I NH; "NH,
NH,

 Suma de las cargas de las cadenas
laterales de los aminoacidos

* Depende del pH del medio



Punto isoelectrico (pl)

Es el pH al cual se iguala el niUmero de cargas positivas y de
cargas negativas en la proteina, por lo que la carga neta
es = 0.

Net Positive Charge |, Net Negative Charge

+ * 4 L > R + - -
EEEE .
+ + + : - =
Increasing Cationic pi TI 6.8 Increasing Anionic
Character Mo Net Charge Character

I I I I I I I I I I I I I
o 1 2 3 4 5 & T B g 10 11 12 13 14

pH
pH solucion> pl= proteina carga(-) por desprotonacion.
pH solucion< pl= proteina carga(+) por protonacion
pH solucion =pl =proteina carga(0) precipitado insoluble



T+

Fr T A
b) pH=pl, the number of negative a) At pH values above the
and positive charges is equal isoelectric point the protein is
C) At PH values below the negatively charged

isoelectric point the protein is
positively charged



Matrices en la cromatografia de intercambio ionico

Intercambiador Intercambiador
anidnico cationico

Positively Charged
Analyte [Cation]

Alftracted to
Negative Surface

Negatively Charged
Analyte [Anion]

Attracted to
Positive Surface

n -5 A
IS A

JL
r

S)s
Ar

JL
ar

La separacion se logra por una interaccion electrostatica entre los residuos cargados de la matriz y
los residuos de la proteina con carga contraria. Esta interaccién se puede romper por cambios en
fuerza idnica o de pH.

Las proteinas de unen al intercambiador a través de interacciones electrostaticas reversibles.



Polymer beads |5
with negatively |
charged _
functional groups |{

Intercambio cationico
Fase estacionaria cargada negativamente

Intercambio anionico

Fase estacionaria cargada positivamente



Interaccion electrostatica entre los grupos
funcionales de la matriz y la proteina

Net Positive Charge |, Net Negative Charge

EEEEE

Increasing Cationic p1 % B8 Increasing Anionic
Character Mo Net Charge Character

I I I I I I I I I I I I I
o 1 2 3 4 5 & T & 9% 10 11 12 13 14

[Protel'na (+) N [ Proteina (-)

Intercimiiiiir Intercimiiiiir



La distribucion de la carga neta en la superficie de la proteina
determina la interaccion con los grupos cargados en la superficie
del material de empaque.

lon-exchange chromatography
(anion exchange)

Mix of amino acids

@
o Soe o- 00 0 0 o
O - -® OD- -© O
-® @- -0 @- O @+
© - 9 l - © o
-® ®- @ o @+
T rlow ofseldion Binding of negatively e v @

charged amino acids
Immobilized to immobilized cation Separation of negatively
cation surfaces surface charged amino acids

La carga de las proteinas depende del pH del medio en
el que se encuentren.



Factores que afectan a la retencion de

las proteinas en la matriz

1. Fuerza ionica

2. pH



Materiales de las columnas de intercambio idnico

Intercambiador anionico

Intercambiador catidnico e /CH3
2
& o oW
e 3
Cellulose \C" Cellulose ~c ¢
or I: - or H, H-
agarose O agarose
Carboxymethyl Diethylaminoethyl
(CM) group (DEAE) group

(ionized form) (protonated form)



Estructuras de grupos quimicos que le dan carga
a las matrices intercambiadoras de iones

2% Dietilaminoetil DEAE

—CHy-0-CH,CHNHs
(a) G, oy
— CH;-O-CH,CH,N-CH,CHCH,  Hidroxipropil dietilaminoetil

(b) i

CH, CH,
— CH,-O-CH,CHN-CH o

T Trimetilaminoetil
© CH,
(@) —CH,0-CH,000~  Carboximetil
) —CH,-0-CH,CH,CH,80,  Sulfopropil

Figure 5.18. Structures of the commonly used charged substituents on anion ex-
changers. (a) diethyl aminoethyl-, DEAE-; (b) hydroxypropyl diethyl aminoethyl.,
(quaternary) Q-; (c) trimethyl aminoethyl-, TMAE- or Q-; (d) carboxymethyl.,
CM-; (e) sulfopropyl-, SP- or S-.

Grupos de intercambiador aniénico Grupos de intercambiador catidnico

Aminas cuaternarias (Q) Sulfopropil (S- o SP)
Dietilaminoetil (DEAE) Carboximetil (CM)



Para eluir a la proteina se utilizan soluciones que
modifican el pH o la concentracion de sales.

Intercambiador anionico: NaCl
Celulosa--DEAE ° o @f
o a2
C,H,—NH*C,H;) Dol _, @8 _, ©5
Fositively .g
Intercambiador catiénico: chargec y
C C . heads Megatively

proteins
charged

Celulosa—CM Sioaifivaly charged
—CH,—CO0" proteins




Tipos de elucion

Elucion isocratica: Composicion constante del
eluyente

Elucion en gradiente: La composicion del medio
eluyente se modifica.



GRADIENTE DE CONCENTRACIQI\_I

DEAE Matrix a8 o

@gg@@ o
1RH
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23

Eluting Power (ionic strength)

Increasing Salt Concentration



Fractions sequentially collected




Protein concentration (mg/ml)

Monitor

. /

Protein mixture

Negatively
charged bead

1 -
09 -
: Negatively
positively | charged
08 - ;',‘;’5;" Less Protein Collect i+ i
positively fractions [+
charged é
0.7 - prateln Negatively Posiively
charged charged
06
035 -
0-4 7 c
da
03
0.2 . . | . |
0 10 20 30 40 20 60 70

Fraction number (ml)
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before gradient begins

N\

Column volumes [CV]




Cromatografia de Afinidad

Método basado en la interaccion especifica y reversible entre la proteina y
un ligando especifico unido a la matriz cromatografica.

LIGANDO

Ligandos: anticuerpo, ion metalico, sustrato (analogo), cofactor,
coenzima, inhibidor.



Cromatografia de Afinidad

Se basa en la afinidad especifica de una proteina por un ligando
en particular:

Enzima- sustrato (analogo)
Enzima-cofactor o coenzima
Enzima-inhibidor
Hormona-receptor
Anticuerpo-antigeno



Reconocimiento molecular




Protein of

Cromatografia de afinidad ~_ g e

o)

Anticuerpo unido
al antigeno
* "e \.
= §
Proteina A/G unida Antigeno
al ‘n"cum mlui:nmjti:dn:k‘:xin
a [mlymer-b(nmdg
ligund specific
for protein of
intarast.

{c) ligand sclution.

Utiliza la alta especificidad entre las moléculas bioldgicas para separar componentes
especificos de mezclas complejas.
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Brazo espaciador

/O

Brazo espaciador

/O\

e C CH2

Brazo espaciador

/O\

C—CH;

Brazo espaciador

/O\

C—CH,

HO(R)

Agarosa

CH,

CH,




Los ligandos presentan:

e Union covalente estable con la matriz

 Alta capacidad para unir a la proteina de interes

¢Como eluir la proteina de interés?



Ejemplo: Proteinas con poli-His

Proteinas recombinanes que contienen una secuencia marcadora de Histidinas

Figure 1. Mode| of IMAC purification of histidine-tagged proteins on
HIS-Select HC Nickel Affinity Gel.

Elucion con Imidazol, EDTA.



Cromatografia de afinidad

VENTAJAS:
Especificidad
Pureza del producto final
Se evitan otros pasos de purificacion
Altos rendimientos

DESVENTAIAS:
Condiciones de elucidon drasticas
Ligando especifico no disponible o
inadecuado
Precio



Cromatografia de interaccion hidrofdobica

Q—R—D—c H;E;( CH, ) —CH, Butyl
H
R—O—CHC GH;D@ Phenyl
OH

i -I;I_ s n
QH 0—CH; EH{DHE}I CH, Octyl




Cromatografia de interaccion hidrofdbica

" Hydrophobi¢
;' ~.surfaces, .

. J Highly ordered
| 1 & /‘ + /. water
" «s . l<lessordered
ST g water

f
. = S )
\ . |
. \ . J .
N o
el

" ’
S ’ -

La interaccion hidrofobica es dependiente de la fuerza ionica
del amortiguador utilizado como eluyente.

La union es mayor a altas concentraciones de sales.

Para eluir a la proteina se utilizan concentraciones decrecientes
de sales.



El experimento

Obijetivos:
e Continuar con la purificacion de la LDH.

® Llevara cabo el desalado de la muestra por
cromatografia de exclusion molecular.

® Emplear las tecnicas de cromatografia de
intercambio ionico y/o cromatografia de afinidad.



g Tepdo
miL. 30 mbd TrsHCIpH 7 .10

Malar

Homogensizado

ﬂ Filtrsr con gass

Homagensizado
Distribuir en botellas de centrifuga
Centrifugar 7,000 rpm;, 10 min, 45C

Bolon Sobrenadanie [SN] mil VOLUMEHN TOTAL
{FRACCION 1; mil |
A ml SM anadr q (MH:)250: (55% saturacion)
Agitar

Distribuir en ubos de cantrifuga
Centifugar 10,000 rpm, 10 min, 45C

Saiom Sobrenadanie
(FRACCION 2; miL}
BAadie g (NH:S0s (7% saturscidn)
Agitse
Racusrda gus ya sata al
S9% ds la sal

Distribuir en wbos de centrifuga
Centrifugar 10,000 rpmy, 10 mn, 4°C

Sofin Sobrenadaniz
(FRAGGION 3]
Anadir 1 mL da H20;

Yolumen total obtenido
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Consideraciones para la
purificacion de la LDH

¢Cual es el peso molecular?
¢Cual es su pI?
¢Cual sera la carga neta de la proteina a un pH de 6.5?

¢Queé tipo de intercambiador necesitamos?

lactate
Co0

HO- C-H
CH3

oxidation [ reductlon lactate
dehydrogenase

NADH +H

¢Posibles ligandos?

pyruvate



Purificacion de la LDH por cromatografia de afinidad

Cibacron Blue (Blue-Sepharose, Affigel-Blue)

Cibactoty Blue 3G-4




| | |
Ejercicio
cuerdo a la siguiente mezcla de proteinas, cual es el
en de elucion en:

Una cromatografia de exclusion molecular

) Una cromatografia de intercambio cationico, si la mezlca
de proteinas se encuentra a un pH de 6.5.

Proteina Peso molecular
(kDa)

Mioglobina 17 7
Ureasa 483 5
Tripsina 34

Catalasa 222 3.4



