Analise e purificacao de proteinas
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Eletroforese bidimensional

Material de estudo para prova
Voet: Capitulos 6
Lehninger: Capitulo 3
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Analise de proteinas

« A determinacao dos tipos e quantidades, também de estruturas, de
proteinas em matrizes biologicas constitui tarefa essencial tanto na
pesquisa em ciéncias da vida como em laboratoérios clinicos e na
industria (alimentos, biotecnologia, dentre outras).

« Os meéetodos de analise de proteinas sao baseados em propriedades
fisicas e quimicas destas moléculas como tamanho, carga, atividade
enzimatica, interacoes especificas com ligantes, etc.

 Algumas abordagens envolvem o estudo de formas intactas de proteinas,
enquanto outras empregam condicoes desnaturantes que rompem as

estruturas terciaria e secundaria.



A eletroforese @ um metodo util

para a analise de proteinas

Eletroforese é o processo de migracao de
espécies carregadas em solucao em direcao
aos eletrodos que geram um campo elétrico.

Proteinas com carga liquida negativa migram
para o anodo (polo positivo, atrai anions) e
aquelas com carga liquida positiva migram
para o catodo (polo negativo, atrai cations).

Assim, proteinas com diferentes mobilidades
iOnicas (relacao carga/massa e formas)
podem ser separadas e visualizadas num
substrato que permita sua migracao num
campo elétrico.
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A eletroforese em gel desnaturante ¢ um metodo

comum para a analise de proteinas

 As proteinas sao desnaturadas com um detergente
ionico forte (SDS) e redutores de ligacoes
dissulfeto. A relacao carga/massa passa a ser
constante para todas as proteinas do extrato. Cathode

« 0O gel (hormalmente poliacrilamida) contem poros

que funcionam como uma peneira molecular.
Plastic —

« A separacao de proteinas ocorre por diferencas de frame
tamanho e migracao em dire¢cao ao anodo quando
estao desnaturadas por um detergente anionico
(adquirem carga -; uma molécula de SDS por
residuo de aminoacido).
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« Gera um mapa claro da complexidade do extrato
proteico e constitui um método simples para
acompanhar etapas de purificacao de proteinas.



A eletroforese em gel desnaturante ¢ um metodo

comum para a analise de proteinas
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« Gera um mapa claro da complexidade do extrato
proteico e constitui um método simples para
acompanhar etapas de purificacao de proteinas.




A deteccao de proteinas pode ser feita atraves do

uso de corantes ou por metodos imunologicos

« Coomassie blue
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A focalizacao isoelétrica separa proteinas em

funcao de seu pl

—CH,—N—(CH,),—N—CH,—
Estrutura geral de 2 Sk S

 Tira de gel com gradiente de pH, com valores anfdlitos utilizados (CH), R
crescentes em dire¢ao ao catodo. em focalizagéo NR,
isoelétrica g

R = H or —(CH,),,—COOH
« O gradiente pode ser formado por uma mistura de
anfolitos migrando em um campo elétrico até : .
Uma amostra de proteina pode ser aplicada a uma

atingirem d pOSigéO de equilibrio onde o pH extremidade de uma fita de gel com um gradiente de
equ ivale ao p| pH imobilizado. Ou uma amostra de proteina em uma

solucao de anfélitos pode ser usada para reidratar uma
fita de gel desidratada.

O gradiente também pode ser estabelecido por
anfélitos imobilizados em gel utilizando derivados
conjugados a acrilamida.

Um campo elétrico é aplicado.
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pH9 ———  pl descrescente ——  pH 3

 As proteinas carregadas migram em direcao ao
polo correspondente até passarem pela regiao
equivalente ao seu pl, onde param de migrar.

Apos serem coradas, as proteinas sao mostradas distribuidas
ao longo do gradiente de pH segundo seus valores de pH.



Eletroforese
bidimensional:
focalizacao isoeletrica
seguida de eletroforese

desnaturante

 Separa proteinas em funcao
do pl e tamanho

« Alta resolucao e poder analitico

Amostra de prote’na%

Proteinas separadas em
primeira dimensao em fita
de gel por focalizagao
isoelétrica

Fitadegel| pH9 pH 3

Proteinas separadas em
segunda dimensao por
eletroforese em gel de

¥y poliacrilamida - SDS
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Purificacao de proteinas

 Estudos de estrutura e funcao.
* Necessidade industrial, biomédica, etc.
« Como isolar uma proteina dentre milhares que constituem as células?

 Propriedades como estabilidade termica, tamanho, carga, afinidade por
ligantes, etc.

A engenharia genética possibilitou o uso de estratégias adicionais
baseadas na introducao de porcoes extra na proteina de interesse, seja
na extremidade N- ou C-terminal.



Preparacao da amostra

Extrato total? Fracao subcelular?
Muitas proteinas recombinantes sao
expressas em bactéria.

Pré-purificacao. Precipitacao do extrato
por calor (estabilidade térmica),
aumento na concentracao de sais
(efeito ‘salting out’), variacao de pH
(ponto isoelétrico), etc.

Solubility (mg nitrogen - mL™1)

Métodos de troca de tampao: dialise,
centrifugacao por filtros de peso
molecular, colunas de dessalinizacao,
etc.

Solubilidade
VS
Forca idnica e pH
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Preparacao da amostra

. Dialise
Extrato total? Fracao subcelular? -
Muitas proteinas recombinantes sao

expressas em bactéria.

Pré-purificacao. Precipitacao do extrato
por calor (estabilidade térmica),
aumento na concentracao de sais
(efeito ‘salting out’), variacao de pH
(ponto isoelétrico), etc. Filtragdo por
peso molecular

Métodos de troca de tampao: dialise,
centrifugacao por filtros de peso
molecular, colunas de dessalinizacao, //
etc.



As proteinas podem ser

Ascending paper
chromatography
Glass

separadas por cromatografia
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« O que é cromatografia? Técnica de separacao ,\\ -
de moléculas contidas numa fase movel | i \ipaper
através da interagcao e retencao diferencial o n oo
numa fase estacionaria. i LA™ s
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 Para proteinas, cromatografia liquida em \\ |

coluna com fase movel aquosa.

Solvent for
development

« Diferentes tipos, variando as propriedades da fase
estacionaria: exclusao, troca ionica, hidrofébica, afinidade, etc.
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Y

As proteinas podem ser

separadas por cromatografia

Amostra proteica
(fase movel)

O que e cromatografia? Tecnica de separagao ..
de moléculas contidas numa fase movel EseiesEionr)

numa fase estacionaria.

Para proteinas, cromatografia liquida em
coluna com fase movel aquosa.

Diferentes tipos, variando as propriedades da fase

estacionaria: exclusao, troca ionica, hidrofébica, afinidade, etc.
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A cromatografia e automatizada num

equipamento que opera a alta pressao

Ratio curve with Wavelength monitor U9-T

1809 —— Azgonm
——— A20nm
160 ——— Ratio
140
=)
<
E 120
z
c
o e )
5 100 =
o
2 80
w
€
8 60
(!\1
40 4
20 "
0 L) L) L) L) L) L L
0 5 10 15 20 25 30

Volume (mL)




A cromatografia de troca

ionica explora diferencas de

cargas nas proteinas

Troca catidnica, fase estacionaria
posSsui grupos anionicos.

Troca anionica, fase estacionaria
possui grupos cationicos.

A eluicao diferencial de proteinas da
fase estacionaria depende da
variacao forca ionica e do pH da
fase movel.

A mistura de proteinas é
adicionada a coluna contendo
permutadores de cations.

@ Carga final positiva elevada
¢ Carga final positiva

¢ Carga final negativa

@ Carga final negativa elevada

Granulos de polimero
com grupos funcionais
carregados negativamente
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As proteinas movem-se
através da coluna em
velocidades determinadas
por suas cargas finais no
pH utilizado. Com
permutadores de cations,
as proteinas com mais
carga final negativa
movem-se mais rapido e
eluem mais cedo.



A cromatografia de exclusao

explora diferencas de
tamanho das proteinas

Proteinas menores sao retidas nos
poros da fase estacionaria.

Proteinas maiores sao excluidas,
assim eluem mais rapidamente.

Quanto maior a coluna, maior a
resolucao.

A mistura de proteinas
é adicionada a coluna
que contém um
polimero com
ligacdes cruzadas.

As moléculas de
proteinas separam-se
por tamanho; moléculas
maiores passam mais
livremente, aparecendo
nas fragdes iniciais.




A cromatografia por
afinidade explora interacoes
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 Fase estacionaria contendo um ligante c<)
que sequestra proteinas do extrato por
interacoes fortes (afinidade).

covalentemente ligado ao |

O ligante pode ser analogos de
substratos, ou mesmo um anticorpo !
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Proteinas ndo desejadas sao A proteina de interesse é eluida

lavadas da coluna. pela solucao de ligante.



Citocromo c: massa molecular = 12400; pl =10,0
Mioglobina: massa molecular = 16700; pl = 6,8
Albumina: massa molecular = 66000; pl = 4,7

1.

Em uma eletroforese em gel com SDS, indique qual a érdem de migracao das 3 proteinas, da
mais lenta para a mais rapida.

Em uma eletroforese em papel a pH 5, indique o sentido de migracao de cada proteina.

Em uma focalizagao isoelétrica em que o pH diminui de 11 para 3, descreva a distancia de
migracao das proteinas, da menor migragcao para a maior.

Em uma filtracdo em gel, qual seria a 6rdem de eluicio dessas proteinas?
Eu uma cromatografia de troca ibnica com fase estacionaria com carga positiva e fase movel em

pH 9, haveria alguma proteina retida? Qual? O que poderia ser feito para remover uma proteina
retida nessa situaciao?
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