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Proteinas: Isolamento e Purificacao

Estudos e aplicacdes biotecnoldgicas de proteinas = Amostras Puras

Proteinas = Diferentes propriedades = Diferentes formas de isolamento

Consideracoes Gerais:
Qual é o uso da Proteina?
Qual é o material de partida?

O que deve ser removido da solucao?
Quais as condicoes iniciais da solucao?
Qual é a estabilidade da proteina?

Qual é a escala de purificacao?

Qual é o custo econdmico para a purificacao?
Etc...
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A purificacao de proteinas pode ser feita por uma série de etapas e técnicas

cromatograficas diferentes que devem obedecer uma sequéncia légica.

Preparacao, Captura, Transferéncia, Acondicionamento, etc

Yield (%)
Multiplas etapas ocasiona 10 —
perdas inerentes de amostras: B
80
Rendimento =
95% / step
60
o— S0% / step
= Uma purificacao eficiente
d foi .. d = 85% / step
eve ser feita com o minimo de ,; 80% / step
passos possiveis considerando 0 ] 75% / step
OFT [ | [ | | | | | [

uso da proteina e o custo. | 2 3 4 5 6 7 8 Number of steps
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Fatores a considerar:

1) Objetivo para pureza 2) Quantidade e Rendimento
3) Manutencao da estrutura 4) Atividade bioldgica
5) Custo para o processo 6) Tempo
- Obter o maximo de informacdes sobre as propriedades da proteina alvo e dos

contaminantes.

> Atividade; Estrutura Primaria

- Massa Molecular; L (CDNA —> tradugio)

- Constituicdo de Aminodcidos €--=ZZ=zz=--._ . -

- pl teérico; <-“'"'""""""""""""_::_—::!" = ProtParam Toll

- Coeficiente de absortividade molar 7

> Estabilidade; = Sednterp

- Estado oligomérico;

- Etc.

Purificacao: Combinacao de técnicas que exploram as diferentes propriedades da
proteina-alvo para isola-la das demais.
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ANTES DE COMECAR!!!
1) Definir objetivos
- Pureza versus uso da proteina alvo
- Pureza versus custo
- Pureza versus tempo

- Qualidade final da amostra versus custo/tempo

Purity requirement examples are shown below.

Extremely high > 99%
High 95- 99 %

Therapeutic use, in vivo studies

X-ray crystallography and most physico-chemical
characterisation methods

Moderate < 95 % Antigen for antibody production

N-terminal sequencing

“Over-purification versus under-purification”
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2) Definir propriedades do alvo e dos contaminantes

Tais informacoes guiarao a estratégia a ser montada para atingir os objetivos definidos.

Sampié' and target protein properties Influence on purification strategy

= Contaminantes
“chave”: elimina-los

primeiro!!!

Temperature stability

pH stability

Organic sclvents stability
Detergent requirement

Salt (ionic strength)

Co-factors for stability or activity

Protease sensitivity

Sensitivity to metal ions

Redox sensitivity

Molecular weight

Charge properties

Biospecific affinity

Post translational modifications

Hydrophobicity

Need to work rapidly at lowered temperature

Selection of buffers for extraction and purification
Selection of conditions for ion exchange, affinity or
reversed phase chromatography

Selection of conditions for reversed phase
chromatography

Consider effects on chromatographic steps and the need
for detergent removal. Consider choice of detergent.

Selection of conditions for precipitation techniques,
ion exchange and hydrophobic interaction
chromatography

Selection of additives, pH, salts, buffers

Need for fast removal of proteases or addition of
inhibitors

Need to add EDTA or EGTA to buffers
Need to add reducing agents

Selection of gel filtration media

Selection of ion exchange conditions
Selection of ligand for affinity medium
Selection of group-specific affinity medium

Selection of medium for hydrophobic interaction
chromatography
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3) Testes de avaliacao e/ou acompanhamento do processo
= Dependem dos objetivos estabelecidos

1) Testes de atividade biologica
- Teste enzimatico, interacao com ligantes, etc
2) Testes para avaliar a pureza
- Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS
3) Testes de quantificacao
- Depende da origem da proteina
4) Testes para os contaminantes “chave”
- Idem anteriores
5) Testes estruturais

- Dicroismo circular, fluorescéncia, etc.
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Estratégia de 3 fazes de purificacao.

Definir objetivos para cada fase!!

= DEPENDE DAS PROPRIEDADES DO MATERIAL!!!

Captura: isolar, concentrar e estabilizar a proteina alvo

Purificacao intermediaria: retirar a maior parte das impurezas

Polimento: remover tracos de contaminantes

Purity

Preparation,
exiraction,
@iarification

Inte'r{n ed_ia fe
Adriification
Remove bulk
Capture impurities
Isolate, concentrate

and stabilise

Polishing

Achieve final
high level purity

Step

Alta Pureza!
Rapidez!

Baixo Custo!

OBS: Minimizar ao maximo o
manuseio da amostra entre as
fazes!!!!
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Captura

- Objetivo: Isolar, concentrar e manter atividade
- Principais técnicas cromatograficas: Troca Ionica e Afinidade
- Resinas de alta Capacidade

- Separar de contaminantes criticos: DNA, proteases, etc

Purificacao intermediaria
- Objetivo: retirar a maior parte das impurezas

Separar contaminantes de propriedades similares

Usar técnicas complementares: Troca idénica, afinidade ou interacdo hidrofobica

Polimento
= Objetivo: aumentar a pureza e preparar para armazenamento
Obs: sacrifica e dilui a amostra

Principal técnica: Filtracao em Gel - CEM
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INICIO
PREPARACAO - EXTRACAO - CLARIFICACAO
- Isolamento inicial da amostra protéica do material de origem;

- Lise das células/tecido de origem:

- Lise por Sonicacao - Lise por pressao - Trituracao do tecido

- Preparacao da amostra para as etapas cromatograficas:
1) Adicao de aditivos (Detergentes);
2) Ajuste do pH da amostra;
3) Adicao de Sais;
4) Centrifugacoes;
S) Filtracoes;
6) Dialises;

7) Etc...
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CLARIFICACAOQ
Centrifugacao, Filtracao, ultrafiltracao e Gel filtracao
Ultracentrifugacao

Precipitacao em sulfato de amonio
“Salting out” 2 estrutura da agua

Dialise
Separacao pela M
Preparacao da amostra para etapas subsequentes
= Somente se necessario

Large molecules Small molecules can
cannot traverse /traverse the membrane
the membrane

Dialysis bag— ||

Concentrated —H
solution

Buffer —

Semipermeable membrane
B At start of dialysis At equilibrium
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Métodos Cromatograficos =@ Separacao por caracteristicas:

Tamanho, solubllldade, carga e afinidade.

Property e e - oS e S ol e e
Biorecognition (ligand specificity) Afﬁmty chromatography

Charge lon exchange chromatography

Size Gel filtration (sometimes called size exclusion)
Hydrophobicity Hydrophobic interaction chromatography

Reversed phase chromatography

Gel filtration Hydrophobic interaction  lon exchange Affinity Reversed phase
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Cromatografia de exclusao molecular
Separacao pela Massa Molecular
Proteinas maiores eluem primeiro 2 Menor caminho a percorrer

1. Spherical parrticles of gel

fileration medium are packed 9 Importante técnica

inta a column.

B .| RS para avaliar a Massa
f,-'.o"ﬁ"";f | o a8 molecular de proteinas
S e interacdoes proteina-
ée proteina
#

Detector de UV

Porous
polymer beads

| - S
o ]
E I
he]
E 4 000 [
I
£ 3000
=4
@
5
= 2 000
Protein mixture is added
to column containing Uty
cross-linked polymer.

T T ol T T T T
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Elution volume (ml)
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Cromatografia por troca ionica
Alia resolucao e capacidade

Interacao reversivel entre proteinas com cargas opostas a da resina

< Importante técnica de caracterizacao e quantificacao de proteinas e peptideos

Depende do pI da proteina alvo e do pH da solucao

S @
Troca anidnica | +++@+ O @ __—@_ @ | Troca catidonica
Resina Catidnica oo e Resina Anidnica
S © @ O,

Separacao por aumento da [Sal] ou por mudancas no pH
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Cromatografia por troca ionica

1 2 3 4 5
A B A 000 @ @O 1 = Condigdes iniciais
O Starting buffer counter-ions " AR © e 0o ® 00 @HONGC 2 = Ad -
: Substances to be separated O A @ O B sorgao
OO " @- .0 Oo 3 = Inicio da Eluicao
Gradient ions
® O~—0 | m~—4 =0 | €~~@ | O~~0| 4 = Término da Eluicdo
OOCO| A A A B E R  ®OOOEOC 5=R a
o0 O g Sl e = Regeneracao

" | Positively charged
protein binds to
egatively charged
bead

[Proteina]

‘f Negatively charged
protein flows
through

Cromatograma
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Cromatografia por interacao hidrofobica
Alia resolucao e capacidade

Interacao reversivel entre proteinas hidrofobicas com a resina hidrofébica

[1oenN]

[Proteina]

Separacao por diminuicao
da [Sal] ou por mudancas ®
no pH, temperatura
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Cromatografia por Fase Reversa

Alia resolucao e capacidade

ST

Universidade de Sao Paulo

Brasil

Interacao reversivel entre proteinas hidrofobicas com a resina hidrofébica

v/\\f /\/\f‘f
VAN
VAVAVAY/
VV VN

substances

VAV
\VAVAVAV/ .
e Structured water
Matrix
1 2 3 4 2
Starting Adsorption Start of End of Regeneration
conditions of sample desorption desorption
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Cromatografia por Fase Reversa

Eluicao por solvente organico - Pode desnaturar a proteina

- Comprometimento da Estrutura 3D

[Proteina]

.O
2= |
1 2 34 5 6

[Solvente Organico]
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Cromatografia de afinidade

Glucose-binding .-:'

T,

protein attaches ;C—l.5=-=--=°5

to glucose
residues {5) on G

prads G
o
G i
£y
" G
| F.rrﬂ

Addition of
glucose (G}

G
i‘i.)
|
Lt jﬁ
Glucose-hinding G©

[
! G
proteins are P TR
released on J.;‘
addition of GG

glucose

w =< Importante técnica em Tecnologia de

DNA Recombinante
- Isolamento de mRNAs

- Isolamento de proteinas
recombinantes

- Perfil de eluicao similar a Troca

Ionica

Key:

&

Protein of
interest

®
Ligand

£,

Ligand coupled
to polymer
bead

Mixture
of proteins

Solution
of ligand

Protein mixture
is added to ]
column containing [~ = [=
a polymer-bound | | [l
ligand specific | J =
for protein of L
interest. 1

Unwanted
proteins
are washed
through
column.

Protein
of interest
is eluted by
(b) ligand solution.
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Técnicas de purificacao oferecem um balanco entre:

- Capacidade
-2 Velocidade
= Recuperacao

- Resolucao

Resolution

Capacity

Recovery

Captura = Capacidade, Velocidade e Recuperacao

As técnicas
escolhidas devem
suprir os objetivos

definidos e as
propriedades da

proteina alvo

A Ordem dos
“fatores” influencia

o resultado

Purificacdao intermediaria @ Capacidade e Resolucao

Polimento 2 Resolucao e Recuperacao
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Comparativo das técnicas cromatograficas versus Etapa

P Principais Pur. Inter- . Condigdo da Amostra
Técnica Captura ca_s Polimento
Vantagens mediaria Inicio Final
Troca. Capacidade Baixa [Sal]; Alta [Sal] ou mudanca
tonien | Velocidade | pik | Skk | hokok | Semlimite de de pH;
Resolucao volume Amostra concentrada
Resolucao, Alta [Sal]; Baixa [sal];
. e ° ?
HIC Capacidade Yk ) 0.0 ¢ ) ¢ Sem limitede | , . L 0. da
Velocidade volume
. Cor‘ldlgoes Condicoes especificas
Capacidade especificas para — presenca de
Afinidade | Velocidade a ligacao; Sem .
Resolucio *** ** limite de competidor
Amostra Concentrada
volume
Fluxo e Volume
CEM Resolucao *** inicial limitado Amostra diluida
* (< 5% VC)
Presenca de solvente
organico - Atividade
Fase - Requer Solvente . g1
S, Resolucao * *** Organico blologlca.
comprometida
Amostra Concentrada
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A Eletroforese em gel de poli-acrilamida na presenca de dodecil-sulfato de sédio (SDS-

PAGE) é o principal método de acompanhamento do processo de Purificacao e avaliacao do

grau de pureza.

salino

e D -~ I =~ I

rmolecular

4

pr|

5

Homogenato Fracionamento Cromatografia Cromatografia Cromatografia

de troca i0nica de exclusdo  de afinidade

——
P e
T e
T ——— e

ey

Pode requerer concentracao da
amostra para avaliar o grau de

pureza
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SDS-PAGE

Separacao por Massa Molecular

Direction of
electrophoresis

Influéncia da Z/M e forma
da particula

Na“

0
|
0—S

Il
O

Sodium dodecyl sulfate
(SDS)

—0—(CH,),,CH;
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Universidade de Sao Paulo

Brasil

Mass
(kd)

200

100
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Figure 3-4

Top

L

-
£

Bottom

Proteins electrophoresed on an SDS-
polyacrylamide gel can be visualized
by staining with Coomassie blue.

Apparent mass (kd)
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1) Defina claramente os objetivos;
2) Avalie as propriedades da proteina alvo e contaminantes;
3) Desenvolva métodos de avaliacao da atividade ou da estrutura;
4) Minimize o manuseio da amostra;
5) Minimize o uso de aditivos;
6) Remova agentes de degradacao;
7) Usar diferentes técnicas em cada etapa;
8) Minimize o namero de etapas;
9) Robustez e Reprodutibilidade;

10) Use uma combinacao logica de etapas.

MANTENHA A SIMPLICIDADE!!!
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