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Funciones de las proteinas

Catalisis [——— Aceleranreacciones bioquimicas — ALT/AST,CK, lipasa

Defensa |——— Neutralizan patégenos ——— Anticuerpos

J

Transporte ]—» Mueven moléculas vitales ——— Hemoglobina

Soporte ]—» Dan resistencia mecanica — Colageno

Movimiento ]—» Contracciény transporte celular —— Miosina-Actina

Regulacion ]—» Controlan genes y metabolismo —— P-53

Senalizacion ]—> Hormonas protéicas transmiten sefiales — Insulina
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Purificacion de proteinas

PURIFICACION DE PROTEINAS: es el conjunto de técnicas y procesos utilizados
para aislar una proteina especifica de una mezcla compleja, con el objetivo de
estudiarla o utilizarla.
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— Microorganismos o celulas recombinantes %%

SELECCION DE LAFUENTE — Tejidos u 6rganos

" 1. Homogeneizacion (romper el tejido » suspensidn celular)
Morteros, disoluciones tampdn, homogeneizadores a presion

PASOS _] 2.Lisis celular (romper células > liberar proteinas) “
INICIALES Métodos quimicos: detergentes

Métodos fisicos: sonicacion, ciclos congelacién/descongelacion, presion mecanica

3. Filtracion o centrifugacion (obtener sobrenadante) <

S—

Mantener bajas temperaturas

PRECAUCIONES Uso de inhibidores de proteasas
pH controlado mediante tampones
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Tipos de centrifugacion -

Centrifugacion convencional

Separa particulas grandes por tamano y densidad.

Ultracentrifugacion

Separa particulas pequefas por tamano, densidad y forma con
mayor resolucién. Hay dos tipos:

- Centrifugacion preparativa: parar separar componentes celulares b
o bien obtener precipitados de biomoléculas para su posterior uso.

- Centrifugacion analitica: ademas de separar, se analizan las
propias biomoléculas ——  Diferencias de densidad entre LDL y HDL

2.1 —
RNA
[~ e
1.9 |—
- L
0 DNA
E 1.7/ b——1
et Ribosomes and
; — polysomes
E 15—
8 | Soluble NUde‘
protelns Chloroplasts
1.3 -
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1.1
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Sedimentation coefficient (S)

5 value Molecular
Protein (HVudhurg units) 'Wuighi
Pancreatic trypsin inhibitor 1 6,520
Cytochrome ¢ 1.83 12,310
Ribonuclease A 1.78 13,6590
Myaglobin 1.97 178500
Irypsin 2.5 23,200
Carbonic anhydrase 3.23 28,800
Concanavlin A 3.8 51,260
Malate dehydrogenase 5.76 74 900
Lactate dehydrogenase 7.54 146 200
From T. Craighton, Proteins, 2Znd Editon (W, H. Freeman and Company, 1993),

Table 7.1.
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Estrategias de fraccionamiento

Caracteristica

Principio de
separacion

Diferencial

Tamano y densidad
relativa

Velocidad de
sedimentacion
(tamafo/masa)

Isopicnica

Densidad de equilibrio
(flotan donde coincide
con el gradiente)

Tipo de medio

Medio homogéneo

Gradiente de densidad

Gradiente de densidad

Qué se obtiene

Pellets enriquecidos en
organulos

Bandas separadas
segln masa/tamano

Bandas definidas segun
densidad

Ejemplos de

Aislamiento de

Separacion de virus 'y
organulos de distinto

Lipoproteinas (HDL vs

aplicacion organulos celulares - LDL)
tamano
Buena resolucion para Alta precision,
Ventajas Sencilla, rapida, barata particulas de distinto separacion muy

tamano

especifica

Limitaciones

Baja pureza
(contaminacidn entre
fracciones)

Riesgo de que todas las
particulas acaben en el
fondo si se centrifuga
demasiado tiempo

Mas costosa, lenta,
requiere condiciones
muy controladas

Diferencial

]
]
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— | « » 24| cOMponente
» | mas lento

.. "
.9,
-
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B
o
°
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®
®. ) componente
° mas rapido

(s
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Zonal

muestra
componente
mas lento
-
componente
mas rapido

Isopicnica

componente
e ¢%s| menos denso

M 2. 5| componente
i #*% | mas denso
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Estrategias de fraccionamiento

Centrifugacion diferencial

Centrifuge
SE ats00x g

/.| for 10 minutes

Homogenate
forms

Supernatant

10,000 x g
20 minutes

100000xg P
1 hour

P . S URERY
ellet: Mitochondrial
fraction

Cytosol
(soluble proteins)

Yo' e M4
SRSy

Pellet: Microsomal
fraction

Centrifugacion zonal

Low-density
solution

High-density
solution

Centrifuge tube

Density gradient

®

Layering of
sample

(B8

©

Separation by
sedimentation
coefficient

/

©)

Fractions
collected through
hole in bottom
of tube
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Purificacion segun las caracteristicas de las proteinas

Caracteristicas Procedimiento

Polaridad

1. Salting in
Solubilidad

2. Salting out

1. Cromatografia de intercambio i6nico
Carga ionica

2. Electroforesis

1. Cromatografia de adsorcién

. Cromatografia en papel
. Cromatografia de fase inversa

. Cromatografia de interaccion hidrofoba

Tamafio molecular

. Didlisis y ultrafiltracion
. Electroforesis en gel
. Cromatografia en filtracién en gel

. Ultracentrifugacion

Especificidad de union

. Cromatografia de afinidad
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. Métodos de anélisis enter the o>
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. Prediccion estructural: de la l
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‘j}

artificial sample ~JH Large » .
N S —— molecules —__| Deteccion de proteinas
Molecular cannot enter | | L
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Técnicas clave en la practica biomédica

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Separa las proteinas en funcion de su especificidad de union

empaque

D2

solucion con
analito puro

muestra

Oﬂanalito
A O
_.. . etapa de _D A O

ligando unido _ -
covalentemente  INteraccion

etapa de lavado

etapa de elucion

columna O
regenerada

AD

Ejemplo clinico
Purificacién de
hemoglobina

glicosilada (HbA1c) en

el diagnésticoy
seguimiento de la
diabetes mellitus.
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o axz . 2 4 H ~ 70 —
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q a Z Z g 60 —
primaria. Métodos clasicos 50 |—
secuencia de aminoacidos By e .=} 30 |—
v wy
. Métodos de analisis =
10 15-300 —
estructural avanzado
12 10-200
. Prediccion estructural: de la
.. L. . . . 15 10-45
bioinformatica a la inteligencia 155 1
20 5-40 o 0.2 04 0.6 0.8 1.0

artificial Relative mobility

. Métodos de analisis funcional

e inmunolégico * 7.5% * 10% & 12% * 15% Ejemplo clinico
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el e A ; = ; 1 proteinuria de Bence-
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An ampholyte
solution is
incorpornted
into a gel,

Técnicas clave en la practica biomédica

ISOELECTROENFOQUE

Separa las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico

gradient is
established in
the gel after
application of
oan electric
fleld.

solution is

nddod and
electric field
is reapplied,

proteins are
shown to bo
distributed along
pH gradient
according to
their pl values.

@
(A)
+—> — - @ .
Low pH +—><i—— n <—— | High pH
e X " & W o
pH9 |, [} &S] g | : e (+) @ - (_)
A
&L
= N ¢ (B)
z —_— — | Low pH '| High pH
2 = (+) i (-)
o
pH 3 ) & E ®
A Sm."l'.. pH Protein After staining,

Ejemplo clinico
Deteccion de bandas oligoclonales en el

liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes

con sospecha de esclerosis multiple
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Técnicas clave en la practica biomeédica

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Combina elisoelectroenfoque con el SDS-PAGE para lograr una mayor resolucion

| (A)

Low pH

Q)

SDS-polyacrylamide slab

Ejemplo clinico

Estudio del proteoma en el
diagndstico y prondstico del

cancer.

I I ’m (8) Isoelectric focusing
o
"y
8 -
. -
v
. @
4
] . e
[
) IEF SDS-PAGE 0
pl | E MM
v v
™) )
17 dimension: cinta o cilindro 2° dimension: gel rectangular

de gel con gradiente de pH. y delgado
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Determinacion de la estructura primaria
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+
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o]
=
(4o}
. |
o
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ELUTION PROFILE OF STANDARD AMINO ACIDS
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FRAGMENTACION Y ENSAMBLAJE DE PROTEINAS
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TERHSHITTANCED

Meétodos de analisis estructural avanzado

ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCELAR (RMN)

Revela la estructura y entorno quimico de los atomos en una molécula analizando
cdmo sus nucleos responden a un campo magnético. Permite estudiar las proteinas
directamente en disolucion, en condiciones mas parecidas a las fisioldgicas, y
observar como cambian de conformacion.

I

50+

Ejemplo clinico
Estudio de la beta-
amiloide en la
T e T T T T e T T e e s enfermedad de

Alzheimer.
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De la bioinformatica a la inteligencia artificial

BIOINFORMATICA

Prot ¢ ZPL

PROTEI]\ DATA BANK

D
D

0
A 4

INTELIGENCIA ARTIFICIAL

AlphaFold

Capaz de predecir la estructura tridimensional de proteinas
directamente a partir de su secuencia de aminoacidos con
una precision comparable a la cristalografia de rayos X

J Complementa técnicas clasicas y bioinformaticas

« Acelera el descubrimiento de biomarcadores

/ Acelera el diseno de farmacos

J Acelera el desarrollo de la medicina de precision
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Métodos de analisis funcional e inmunolégico
RN

antigenos

ANTIGENO: cualquier molécula capaz de inducir
una respuesta inmune

Parte
variable

ANTICUERPO: proteina producida por los linfocitos B
que reconoce con mucha precision un fragmento
especifico del antigeno (epitopo). Hay dos tipos:

Parte

Qf constante

r s S

A y A\ 1 L
- \)

AC. MONOCLONALES: L \\

reconocen un uUnico epitopo /}(\ AC. POLICLONALES:

reconocen multiples epitopos de
un mismo antigeno.

Ve

Farmacos de precision: Rituximab, Trastuzumab
Actualidad <

Diagndstico inmunolégico de enfermedades
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2 Su sistema inmune

Obtencion de anticuerpos en el laboratorio

ANTICUERPOS POLICLONALES

Inmunizacion
del animal
conelAg

Obtencidon de mecla
heterogénea de Ac en
suero

secreted

antibodies

antigen Purificacion para

obtener el Ac de

) interés
genera una bateria de

anticuerpos diferentes

plasma B cells

Faciles y rapidos de producir
Variabilidad entre lotes
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Técnicas de identificacion de proteinas a través de Ac

Western blot

Separa proteinas por electroforesis, las transfiere a una membranay las detecta

mediante anticuerpos especificos.

SEPARATION B TRANSFER
Sponge
i Fiter Paper e
PVDF membrane
Ge'
Filver Paper I ——
Gel Sponge
STAINING D VISUALIZATION
Signal < \“! ~.!
Substrate J MWY ADs l’ I~ ‘:s
Secondary ¥ Enzyme T — - .
Antibody >
Primary
Antibody
. Protein
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Sintesis de péptidos en fase solida

PEPTIDO SINTETICO: pequefia cadena de aminoacidos construida de forma
artificial, donde controlamos a voluntad la secuencia

O

Grupos protectores:

Determinacién de la estructura aseguran que solo

©
@—H —ﬁ—é—OH Frroc SN ﬂ%@

primaria. Métodos clasicos 1 AnClaje <)@‘> Activation @ Deblocking P:)ei‘aeggil‘:nlaol:lgsét;elzn:no(;c
Informacion que aporta la @ ) pto:
secuencia de aminoacidos ﬁ? s, i)

. Métodos de analisis @H_ CA)@‘" Fiad C‘@
estructural avanzado 2 Desproteccién Reactivo activador:

. Prediccion estructural: de la .ﬁ» Coupling co n\{ierte el grupo
bioinformatica a la inteligencia carboxilo en una forma

mucho mas reactiva.
Por ejemplo: DCC

Repeat steps for each
amino acid addition

artificial 3 = - E_NH E a

. Métodos de analisis funcional Acopla miento
e inmunolégico @ Final deblock
13. Aplicaciones o
_ o] o)
biomédicasy 4 Repeticién HZN_ﬁg_NHﬁgH@ APLICACIONES
l l P D - - Produccién de Ac
moleculares m Amino acid 1 , P
@Q Cleavage_and PPl Amino acid 2 - Vacunas peptldlcas
. Terapia génica deprafecion e frente a virus o tumores.
. De lainvestigaci6n basica al o o "::.:"‘““’a“" - Disefo de péptidos
= 2~ Il Il ide-chain pr i . . .
diagnéstico y tratamiento 5 Liberacion HaN — Rl —C—nNH -l —C —oH o1 antimicrobianos
Side-chain protectin
. Conclusiones Ereepeptide-Final Product) © s - Disenode farmacos
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