Proteinas, determinacion y deteccion.
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Las propiedades de las proteinas son utilizadas para su determinacion
y purificacion.

1.- La proteinas estan formadas por aminoacidos conformando polimeros
Macromoleculares.

2.- tienen carga
3.- distintos tamafnos moleculares

4.- tienen propiedades hidrofilicas y/o hidrofébicas



¢,Porquée purificar las proteinas?

1.- Determinar su actividad ( Enzimas)

2.- modificaciones post-traduccionales ( fosforilaciones)
3.- interacciones, ensamblaje

4.- determinacion de su estructura tridimensional

5.- analisis de su funcion biolégica

- Desarrollo de drogas terapeuticas



Material de partida.

-Tejidos, células (vegetales o animales)

1.- homogenizacion (destruccion del tejido)
2.- fracionamiento (etapas de purificacion)
3.- cromatografias.

-DNA recombinante.
1.- Expresion de proteinas recombinantes en bacterias, células de insectos,

Mamarias o vegetales.



¢, Coémo las detectamos?
1- Absorbancia a 280nm, se necesita un espectrofotometro UV
2- por colorimetria ( por interaccion con colorantes)

3.- por su actividad especificas sobre sustrato (Enzima).



Colorimetria:

Ensayo de Bradford.

. Colorante azul de coomassie G-250.
-normalmente absorbe a 470nm
- unido a las proteinas a los residuos de arginina y aromaticos
( triptofano, tirosina) absorbe con un maximo a 595nm.
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Ventajas
-rapido
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- sensible
-compatible

Desventajas.
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Purificacion de proteinas

Ruptura de tejidos y células

-La primera etapa en la purificacion

de la mayoria de las proteinas es

la homogenizacion en forma controlada.
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Separacién de prote inas

Cromatografia en columna
Fraccionamiento por paso de las proteinas por una fase soliday porosa
y arrastre por una fase movil liquida.




Tipos de cromatografias

-Por intercambio iGnico

Fase sélida posee carga.

la asociacion entre las proteinas
y la fase sélida depende del pHy
la fuerza i6nica de la solucion

de arrastre (fase movil)
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Filltracion en gel

Separaciéon de acuerdo

al tamafo de las proteinas.

Fase sélida
porosa

Moléculas pequenas
son retardadas

Moléculas grandes
no se retienen




Cromatografia de afinidad

La matriz posee moléculas
gue interaccionan especificamente
con las proteinas de interés

Sustrato unido
covalentemente
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Separacion de proteinas por electroforesis

1.- por tamafio molecular.

Separacién en un matriz de
poliacrilamida.

-Nativa (separacion por cargay
tamafo)

-SDS (dodecil sulfato de sodio)
Por tamano.

Proteinas se visualizan por tincién

Con:
Azul de coomasie
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Permite analizar especificamente una proteina de interés
Depende de la interaccion especifica de un anticuerpo.
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Electroforesis bidimensional.

Dado que distintas proteinas pueden poseer el mismo tamafio molecular se desarrollo
la separacion electroforética en dos dimensiones o bidimensional.

-se relaciona al punto isoléctrico (PI), que depende de la composicion aminoacidica de
las proteinas y su carga neta de acuerdo a un pH determinado (12 dimension)
-y del tamafio (segunda dimension)



12 dimension.
(electroisoenfoque)

En el Pl las proteinas no se mueven ante un campo eléctrico.

Inicialmente las proteinas se mueven en un gel

En el cual se ha establecido una gradiente depH mediante
una mezcla espacial de tampones (anfélitos),

hasta que encuentran su Pl (carga neta)

stable pH gradient
0 8 8 7 6 b 4

At high pH, At low pH,
the protein j[he protein
is negatively is positively

charged. charged.

The pratein shown here has an isoelectric pH of 6.5.




Seqgunda dimensidn

En una segunda etapa se separan las proteinas en un gel de electroforesis con SDS.
(SDS-PAGE)
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ProteOmica

-Identificacion y analisis de proteinas expresadas en células, 6rganos
u organismos.

Requiere de:

- electroféresis en 2 dimensiones
- espectrometria de masas

- Base de datos.

Microsequenciacion de proteinas
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single protein spot excised from gel
N 1 C
Digestion triptica,
los péptidos liberados
Se analizan por
Espectrometria de masas
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Busqueda en las bases de datos proteicas para comparacion con masas teoricas
calculadas para todos los péptidos tripticos liberados, lo que permite la identificacion
de nuevas proteinas de un gen correspondiente
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Ruptura de los enlaces peptidicos
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Peptidos N- y C-terminal
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peptidos terminales y tipos de iones

Peéptido D

i Qi

Masa 57 + 97 +147 + 114 =415

(Daltons)

Peptido D

-

Masa Sof + 97 + 147 + 114 - 18 = 397

(Daltons)



Espectrometria de masas

Una vez generados los péptidos, se someten al analisis por
espectrometria de masas

- Los péptidos son rotos en fragmentos ionicos y se determina

la masas de cada fragmento

-El espectrometro acelera eléctricamente los iones, los que se
mueven de acuerdo a su masa.

-El espectrometro determinala relacion de la masa (m) y lacarga (2)
Correspondiente a cada fragmento ionico.

- Se genera un perfil



Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI)
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Protease digestion
(Trypsin, Pepsin, etc.)

Tandem MS
(MS/MS)

Peptide mass fingerprint




Identificacion de proteinas por espectrometria de masas
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e Genoma Humano = 30,000

e Proteoma Humano = 300,000 - 1,200,000
variantes de proteinas



Trio de la protedmica



