Cromatografia de exclusion molecular
(filtracion en gel)




Purificacion de la HDC de rata recombinante

Actividad
Actividad  Prot. total especifica Purificacién Rendimiento
Etapa (ng CO2/h) (mg) (pmol CO,/h-pg pr) (veces) (%)
Extracto crudo 4,6 1488 3,11 1 100
Precip. + Phenyl-seph. 1,7 243,2 7,16 23 36,7
DEAE-sephadex 0,87 345 254 81 18,9
Hidrixiapa. + filtr. 0,31 0,55 57,8 185 6,7
1 2 3
S
“+ 4w — HDC

Figura 2P. Etapas de purificacion de
HDC recombinante.

1. Phenyl-Sepharose; 2: Macro-prep
DEAE; 3: Hidroxiapatito.



Secuenciacion de la ribonucleasa A

TTQANK

Digestion con tripsina Digestion con CNBr

(14 fragmentos) (5 fragmentos)

1. K 1. M

2 SR 2. KETAAAKFERQHM

3 DR 3. DSSTSASSSNYCNEM

4., FER 4. SITDCRETGSSKYPNCAYKTTQANKHIIV
5. NLTK ACEGNPYVPVHFADASV

6 NVACK 5. KSRNLTKDRCKPVNTFEFVLIESLADVQAVC
7 ATGSSK SQKNVACKNGQTNCYQSYSTM

8

9

.  ETAAAK
10. YPNCAYK
11. NGQTNCYQSYSTMSITDCR
12. HITVACEGNPYVPVHFDASV
13. QHMDSSTSAASSSNYCNEMMK
14. CKPVNTFVHESLADVQAVCSQK

61,13 y 10,12, 14

Tripina .......... QHMDSSTSAASSSNYCNEMMK. ........

CNBr KETAAAKFERQHM. . . ...

........... KSRNLTKDRC

KETAAAKFERQHMDSSTSAASSSN

Tripina ... .......00c.....

CnBr KP TEFVLIESLADVQAVCSQKNVACKNGQTNCYQSYSTM

KPVNTFVLIESLADVQAVCSQKNV.

Tripina SITDCR.............

NGQTNCNQSYSTM

CnBr SITDCRETGSSKYPNCAYKTTQANKHIIVACEGNPYVPVH

..125
Tripina FDASV
CNBr FDASV
FDASV




Dependencia de la solubilidad del pH
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(c) Low pH: protein soluble (protonated) {d) Salubility of B-lactoglobulin

== Fuente: Mathews
=" A Digital Library



YIBugns oo jo aauanul ey (q)

Aleiqi [ephig
uonnes Jes yibuas sus-giiy u) suomeep SMaLe :auang alsydsowe uausiunod ay) ()

Ud DANS0A @
ug aalebon e
Ay

. . . afiesaas UG ‘SUD|
5 % o asiebau pus asysod
15 SASUUnL [EnDe
- " 5 @ . ® —— LOIUIELL o)) e

ajaydsowe
LICH S LN
o EnIpEd
aAo8)3

LDIDEINE YEI

sUDl asysod
10 SEE0XS SBY
QIAYOsoWUIE
UoUSIUNo:

uonos Jes Piuens J1U0I-M0] Ul SUDIDJDB . .

LICHIC I L
pofieya fpanebop

uaipoelE Buous

S9UO0104IDW SO]
aAQUI SIUOIIIVAIIUI SV] dAGOS SOUOI SOUINDbId SO] ap pIduanljuj



Especificidades de varias endopeptidasas

punto de corte

i i

—NH—CH—C——NH —CH—C—

Rn.1 RI’I
Enzima fuente especificidad Comentario
Tripsina Pancreas bovino Rni=RoK;R,#P Altamente especifico
quimiotripsina Pancreas bovino Rni=F,WoY;R,#P rompe mas lentamente para
Rpgi=N,H,MolL
Elastasa Pancreas bovino Rni=A G SoV; Ry#P
Termolisina B. thermoproteolyticus Rh=ILLMF,WY,YV, ocasionalmente rompe cuando Rp
Rn1 #P = A, D, H, T; es termoestable
Pepsina mucosa gastrica bovina Ry=L, F,WoY;R.1#P es bastante inespecifica,
pH 6ptimo = 2
Endopeptidasa V8 S. aureus Rn1=E




Degradacion de Edman
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Polipéptido sin el extremo NN-terminal

Derivado Tiazolina l
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(PTH-aminodcido)
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Dominio
Cadenas pesadas de union
al antigeno

Cadenas ligeras

Dominio Fab
Bisagra

Carbohidrato

Dominio Fc <

Zona de corte
con papaina Dominio de unidn

'\.\al antigeno

Antigeno

Dominio

Bisagra —_— Fab

Zona de corte
con pepsina

Dominio Fc




Inmunodifusién en gel
(Ouchternoly)

~ Los antigenos Ay B son Los antigenos Ay B estan

Ambos antigenos son rea_ctlvos A es reactivo, pero B no lo es
pero con una relacion lejana

Inmunoelectroforesis

l© 0 00
l© 0007

En primer lugar las muestras Ay B se somoten a una electroforesis

O

- e’ e’
( antisuero )
AR, ) N\

O

El antisuero se coloca en el gel entre las dos muestras y se deja
difundir. Se formaran arcos de precipitacion con las bandas de cada
mezcla que reaccionen con el antisuero




Transferencia “Western”

==== __ |=EEE=E| __
Separacion de proteinas Transferencia a Incubacion con anticuerpos
en SDS-PAGE membrana y revelado de la proteina
marcadora
_ PC12 N17
< ERK2
blot: a-p75

blot: a-PY




Inmunoprecipitacion
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Incubacion con Incubacion con Precipitacion del complejo
el anticuerpo Proteina A antigeno-anticuerpo-proteina A
B —
——
Anélisis de los —

complejos en SDS-
PAGE

PC12 Ni17
NGF - + - o+ PC12 N17

'« p140Trk : -« pl140Tk
p110Trk . < p110Tk
P: 208 blot: RTA
blot: a-PY




Obtencidén de anticuerpos monoclonales
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Células de mieloma
en cultivo
(células B cancerosas)
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Suspension de células
de mieloma

~ Antigeno

@ Bazo

Suspension de
células esplénicas
{contiene células B
que producen
anticuerpos contra
el antigeno)

00 ©

— Células esplénicas
sin fusionar

1)

- Células de mieloma
sin fusionar

0O
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Q- Células hibridas
d flisinnadae

Células transferidas

a un medio en que solo
pueden crecer |as
células de hibridoma

E

Célula hibrida L Q ® Q Q
Crecen las células
de hibridoma, las
demas mueren
Hibridoma OQ 0 0 %o
©ojL_ it

Anticuerpos
monoclonales
deseados

Se cultivan las células
de hibridoma que
producen el
anticuerpo deseado
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ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Ensayos de captura de anticuerpos
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Union del antigeno
a la fase sdlida

A

Ensayos con dos anticuerpos

[ ] []

Y

-

Unidn del anticuerpo
marcado al antigeno

-

Cuantificacion del
anticuerpo
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Unidn del anticuerpo
a la fase sdlida

Union del antigeno
al anticuerpo

Ensayos de captura de antigeno

-
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Unidn del anticuerpo
secundario marcado

Unidn del anticuerpo
a la fase sdlida

Cuantificacion del
anticuerpo
secundario

Unidn del antigeno
marcado al anticuerpo

hd

Cuantificacion del

antigeno




Control

Radioinmunoanalisis

Muestra desconacida

o 0
Cantidad fija de antigeno A . 0@
radiactivo
o0
[
[
o
Se afiade una cantidad o o0
desconocida de antigeno A
sin marcar (N
0

o |
Se aflade una cantidad fija \f)
de anticuerpos anti-A Qj

o0
° Se afiade un agente
° a g o 0
precipitante (anticuerpo ]
<’§ﬁ‘ anti-inmunoglobulina) .\]f’
W .\S/—“
Se determina la
cpm control radiactividad en los cpm desconocido

N\

precipitados

/

cpm desconocido

X 100% = % Ag”* unido
cpm control




