Strategie per la purificazione
delle proteine



Attenzione!
C’e differenza tra separazione per alcuni
scopi analitici (Gel-electrophoresis, IEF, 2D-
gels) e purificazione
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In una cellula ci possono essere molte proteine (ad esempio,
ci sono circa 4300 geni in E. coli)

Una singola proteina puo rappresentare una frazione compresa
tra lo 0.001-30% delle proteine totali

Inoltre ci sono altri componenti:
Acidi nucleici, carboidrati, lipidi, piccole molecole

Le proteine possono essere trovate in diversi stati ed In
diverse localizzazioni:

solubili, insolubili (native o aggregate — inclusion bodies),
mtegrate 0 associate alle membrane oppure in associazione
con il DNA

Nel batteri possono trovarsi nel citoplasma o nel periplasma.

Negli eucarioti I compartimenti sono piu abbondanti
(organelli, RE, nucleo)




Definire gli obiettivi
— Purezza, attivita e quantita di prodotto finale richiesto

Definire le proprieta della proteina di interesse ed
eventualmente delle impurezze critiche

Sviluppare saggi analitici

— E necessario identificare la proteina nel corso della
purificazione

Rimuovere rapidamente I contaminanti capaci di
danneggiare la proteina (proteasi)
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* Quanta e quanto pura? Perché purificare una
e applicazione oroteina?
e sorgente
o fattibilita o Studi strutturali e/o

funzionali

« Configurazione nativa? o Applicazioni industriali
e Studi struttura/funzione(si) | © farmacologiche
. microsequenza (no)  Per produrre anticorpi
« anticorpi (puo darsi) * Sequenza parziale

e Metodi di identificazione?
e Saggi funzionali (ad esempio enzimatici)
e Saggi immunologici
« SDS-PAGE



Principi generali per la purificazione
delle proteine

Usare una tecnica diverse in
ciascun passaggio

— Per avvantaggiarsi delle
diverse proprieta della proteina
(dimensione, carica,
idrofobicita, eventuale
specificita per ligandi)

Minimizzare la manipolazione 66.2—
del campione ad ogni stadio 55 =
42.7=

Minimizzare I’uso di additivi

Minimizzare il numero di :
passaggi 1.0 1.9 42 55.4 583

GGT Purification factor



Ad esempio:

La resa di una proteina ottenuta dopo 4 passaggi di
purificazione, ciascuno caratterizzato da una perdita
del 35% del prodotto, &€ pari al 32%

% I step

90% / step

85% / step

80% / step
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Fig.1. Yields from multi-step purifications.




Sviluppare uno schema per la purificazione

e« Condurre esperimenti su scala pilota per
valutare I’efficacia di varie tecniche di
separazione

 Iniziare con tecniche rapide ad alta
capacita (generalmente a bassa
risoluzione), e proseguire con tecniche
ad altarisoluzione e bassa capacita



La purificazione delle proteine e un processo complesso
che generalmente richiede diversi passaggi

A

e, Tecnica

separativa

Ripetere la separazione
l l l | con una nuova tecnica,

fino alla purificazione
finale

Frazionamento X
y

Saggi analitici

\ J No

No

eliminare [« C’e attivita

Si Controllare la purezza
Unire le frazioni
Si

Tecnica analitica
di analisi




Distruzione delle cellule e produzione di estratti grezzi iniziali
Distruzione del tessuto ==== > rilascio proteine

Tampone di estrazione
Di norma 0.1-0.2 M forza ionica e pH da 7.0 a 8.0 (comunemente Tris o fosfa

1. Riducenti: DTT, beta-ME, glutatione ridotto. L'interno della cellula &
un ambiente riducente.

2. Inibitori di enzimi: rilascio di enzimi proteolitici (dai lisosomi ad es.)
Per rallentare la proteolisi:  a) 4°C
b) inibitori di proteasi

serin proteasi: PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro)
tioloproteasi: iodoacetato e cistatina
asparticoproteasi: pepstatina

metalloproteasi: EDTA e 1,10 - fenantrolina
esopeptidasi: amastatina e bestatina



3. Substrati enzimatici e cofattorti: il substrato e/o i
cofattori possono stabilizzare I’enzima.

4. EDTA per rimuovere ioni metallici che possono
reagire con gruppi tiolici

R-SH + Me++ R-S-Me+ + H+

5. Sodio azide: agente batteriostatico



Metodi di distruzione delle cellule

frullatori sono utilizzati per sospensioni di
cellule vegetali o animali, non possono essere
utilizzati per microorganismi

omogenizzatori il tessuto viene messo in un provettone di vetro all'interno
del quale agisce un pestello di vetro o di metallo (Potter) che puo essere
azionato a mano o mediante un motore elettrico

Presse French press (per cellule microbiche) sospensione cellulare >>>>
attraverso piccolo orifizio da una pompa ad alte pressioni. La variazione di
pressione (prima vengono compresse e poi si espandono) le fa scoppiare.



Sonicazione ideale per sospensioni cellulari, onde
sonore ad alta frequenza (> 20KHz) x 30"- 60" > >

e
distruzione cellule per forze taglianti e cavi- ==
tazionali (compressione e rarefazione dovuta a =@
formazione e scoppio bolle). Per volumi “piccoli” |
(inferiori ai 50 ml), in ghiaccio (sviluppa calore). II

Metodi enzimatici lisozima (taglia i peptidoglicani dei gram +) per i gram -
con EDTA >»> (destabilizza il LPS esterno togliendo il Ca++) e detergente
non ionico per membrana cellulare. Se in un mezzo isotonico, le proteine
dello spazio periplasmico vengono rilasciate selettivamente.

Lieviti con zimolasi e liticasi (B -1,3 gluconasica e proteolitica).

Metodi enzimatici >>> solo in laboratorio (costi troppo elevati per
I'industria).



Frazionamenti cellulari

<b Centrifuge
5| at500xg
for 10 minutes
_—
Supernatant 1
Homogenate St o
forms 10,000 x g Pellet: Nuclear
20 minutes fraction

ik mt” - E

100,000 x g Pellet: Mitochondrial
1 hour fraction

Cytosol : S\
(soluble proteins) e A1 Ny

Pellet: Microsomal
fraction



Proteine di membrana
Richiedono speciali condizioni di estrazione

Proteine estrinseche: sulla superficie esterna legate da interazioni
elettrostatiche e legami idrogeno

>> forza ionica e/o variando il pH

Dopo I’estrazione sono purificate con tecniche convenzionali

Proteine intrinseche: immerse nella membrana, regione/i con aa idrofobici
mantenere la solubilita tamponi con detergenti

detergenti ionici: SDS, CTAB, CHAPS, sodio desossicolato
detergenti non-ionici: TritonX-100, Nonidet P-40

Dopo I’estrazione sono purificate con tecniche convenzionali (mantenendo
sempre un po’ di detergente)



Passaggi preliminari di
purificazione

Estratto iniziale

Omogenato contiene materiale insolubile che generalmente viene
eliminato per centrifugazione.

Talvolta la soluzione mostra torbidita (dovuta alla presenza di
organuli, frammenti membrane, etc.) che vengono eliminati per
ultracentrifugazione o trattamento con agenti capaci di causarne
la precipitazione

L ’estratto oltre alle proteine contiene DNA, RNA, carboidrati e
lipidi (e metaboliti a basso peso molecolare)

Puo essere utile utilizzare DNasi |, RNasi A o agenti capaci di
causare la precipitazione selettiva degli acidi nucleici (ad es.
protamina solfato).



b)

d)

Prima di iniziare la purificazione e
opportuno definire un saggio di
Identificazione della proteina

Enzimatico. Poiche il controllo puo essere
ripetuto molte volte sarebbe utile disporre di un
saggio semplice ed economico. Generalmente
un’attivita enzimatica puo essere controllata
tramite cambiamenti in assorbanza che possono
essere misurati con uno spettrofotometro.

Immunologico. Attraverso I’uso di anticorpi
specifici
Peso molecolare. Tramite SDS-PAGE.

Spettrofotometrico. Se la proteina possiede
particolari cromofori



Capacita vs. Risoluzione

Metodo capacita  risoluzione tempo e sforzo
decrescente  aumenta aumenta

Solubilita differenziale
Scambio ionico
Proprieta idrofobiche
Elettroforesi

Gel filtrazione bassa capacita e bassa risoluzione
Affinita dipende dai ligandi
HPLC/FPLC alta risoluzione, bassa capacita



1) Condurre esperimenti su scala pilota per
valutare |'efficacia di varie tecniche di
separazione

2) Iniziare con tecniche rapide ad alta capacita
(generalmente a bassa risoluzione), e
proseguire con tecniche ad alta risoluzione e

bassa capacita

3) Minimizzare il tempo e il numero di
manipolazioni ogniqualvolta sia possibile

4) Adattare | metodi per minimizzare |
cambiamenti di tampone, a parita di altri fattori

5) Valutare eventuali proprieta uniche



Metodi di frazionamento preliminare
a bassa risoluzione

Frazionamento con Sali (Salting out).

Il genere si usa solfato di ammonio. Fa precipitare le proteine senza
denaturarle.

L’aggiunta di sale rimuove le molecole d’acqua sulla superficie della
proteina, permettendone I’aggregazione e quindi la precipitazione.
Le proteine molto idrofobiche precipitano a bassa concentrazione,
qulelle meno idrofobiche precipitano ad alta concentrazione di
sale.

Tutti 1 passaggi sono generalmente condotti a 4°C.

Ogni data proteina precipita (effetto salting out) In un ristretto
Intervallo di solfato di ammonio.



Table 12. Quantities of ammonium sulphate required to reach given degrees of saturation

at 20 °C.

Values calculated according to Protein Purification, R. K. Scopes (Springer-Verlag, New York), Third Edition, p. 346, 1993.

Final percent saturation to be obtained

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 a0 a5 100
Starting percent saturation Amount of ammonium sulphate to add (grams) per liter of solution at 20 °C
0 113 144 176 208 242 277 314 351 3080 430 472 516 561 608 657 708 781
5 85 116 146 179 212 246 282 319 358 397 439 481 526 572 621 671 723
10 57 86 M7 149 182 216 251 287 325 384 405 447 491 537 584 634 685
15 28 58 88 119 151 185 219 255 203 331 371 413 458 501 548 596 647
20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 are 421 465 511 559 609
25 0 29 60 91 123 157 191 228 265 304 344 386 429 475 522 &7
30 0 30 61 92 125 180 195 232 270 309 3531 353 438 485 533
35 0 30 62 94 128 163 199 236 275 36 358 402 447 495
40 0 3 63 98 130 1686 202 241 281 322 365 0 457
45 0 31 64 98 132 169 206 245 286 329 awa 419
30 0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 3
55 0 33 66 101 138 175 215 256 298 243
B0 0 33 67 103 140 179 219 261 305
65 0 34 69 105 143 183 224 267
70 0 34 70 107 146 186 228
75 0 35 72 110 149 190
20 0 36 73 12 1582
85 0 a7 75 114
80 0 ar 76
95 0 28




Metodi di frazionamento preliminare
a bassa risoluzione

* Precipitazione al calore Il calore denatura le proteine che
perdono la loro struttura terziaria, esponendo residuli
idrofobici sepolti nello stato nativo nel core proteico e
causando la formazione di aggregati.

« Si stabilisce su un piccolo campione la temperatura a cui la
proteina di interesse denatura.

* Si scalda la miscela ad una temperatura 5-10°C inferiore a
quella critica per un tempo adeguato (15-30 minuti).

o Le proteine denaturate sono rimosse per centrifugazione.



Metodi di frazionamento preliminare
a bassa risoluzione

Precipitazioni con solventi organici

si basa sulla diversa solubilita delle diverse proteine
In soluzioni acquose di solventi organici
(soprattutto alcoli). Il processo e spesso condotto a
—20°C per evitare la denaturazione.

Precipitazione al punto isoelettrico

Le proteine possono essere cariche positivamente o
negativamente e possono essere neutre per una
eguaglianza di cariche; quando la carica netta e
nulla le proteine si trovano nelle condizioni
migliori per formare aggregati fra loro.



Proprieta uniche

« Cromatografia di affinita
e Subunita o complesso
(gel filtrazione)

0 . OO
SeRieYe

240



equantitativo
srecupero (resa %)
Livello di purificazione




unita totali di enzima

Attivita specifica = ; ; : :
P Quantita di proteine totali

attivita spec. recuperata/mg
Attivita spec. iniziale/mg

Livello di purificazione =

guantita di proteina purificata

Resa % = — . —
Quantita di proteina presente nell’estratto iniziale



I
TABLE 4.1 Quantification of a purification protocol for a fictitious protein

Total protein Total activity Specific activity, Yield Purification

Step (mg) (units) (units mg ) (%) level

Homogenization 15,000 150,000 10 100 1
Salt fractionation 4,600 138,000 30 92 3
[on-exchange chromatography 1,278 115,500 90 77 9
Molecular exclusion 68.8 75,000 1,100 50 110

chromatography
Affinity chromatography 1.75 52,500 30,000 35 3,000




Metodi per la concentrazione

 precipitazione (NH,),SO,

e Dialisi contro 50% glicerolo
e Dialisi contro PEG
 ultrafiltrazione
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Dialisi

Dialysis bag _|

Concentrated |
solution

Buffer— |

At start of dialysis At equilibrium



Fast Protein Liquid Chromatograph (FPLC)

- ir bubbl
Injector Modul » No air bubbles
(Priming)
2 . e e Use degassed buffer
Column Inlet 1 pumps
3
Detectort 4 - j!'.i-.é'.‘"ﬂ!:".
Fraction : f o
Collector —a F“;'_ guia
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(www.pharmacia.com)



Come identifichiamo le frazioni che contengono proteine?

» Le proteine totall

I oo et e

;raZiO”' 12345678910111213 14151617 18 19 20 a2 280 nm con uno
A28000025200025852002520 Spettrofotometro_

ek e | valori ottenuti possono
DN essere utilizati per
Aoy / \ costruire un grafico che
e chiamato profilo di
eluizione.

Fraction #



Cromatografia a scambio Ionico

Ez
O
/«
Cellulose \(IZ ’
or L
agarose O
Carboxymethyl
(CM) group

(ionized form)

CHs
/
H,C
c2 \ﬁ’H CH
3
Cellulose \c/ \c/
or H, H,
agarose

Diethylaminoethyl
(DEAE) group
(protonated form)



Cromatografia a scambio Ionico

7~ —

Positively charged
i~ protein binds to
negatively charged

bead

Key: @ Large net positive charge
@ Net positive charge

@ Net negative charge

@ Large net negative charge

@ @ Polymer beas ( __:
with negatively |§ i

charged ’

@ functional groups g
@ l Negatively charged

pl’OtEi n ﬂOWS Protein mixture is added

to column containing

J« Q @ through g i

Proteins move through the
column at rates determined

by their net charge at the
pH being used. With cation
exchangers, proteins with
\—/ a more negative net charge

move faster and elute earlier.



Gel filtrazione

Carbohydrate
polymer bead —_|

Small molecules

enter the
aqueous spaces |
within beads
Protein
sample
P ~4 Large
molecules —___|
Molecular cannot enter
exclusion d beads
gel i .




of L L[4

Myosin 200,000

Unknown
protein

pB-Galactosidase 116,250
Glycogen phosphorylase b 97,400

Bovine serum albumin - 66,200

Ovalbumin 45,000

log M,

Carbonic anhydrase 31,000

Soybean trypsin inhibitor 21,500
Lysozyme 14,400

®
M v Unknown

® F O rm a Stan"a“'; protein Relative migration

(b)

globulare (sferica) asimmetrica
(fibrosa)

Gel filtrazione Eluisce prima

Sembra piu
grande




Cromatografia ad
Interazione idrofobica

Separa le proteine sulla base di differenze
nella loro idrofobicita

Alte c_oncentraz_ionisa_line_ oM, oM, _oH, _cH,
Favoriscono le interazioni CH, "CH "CHy "CH,
iIdrofobiche octyl-agarose

.i.e. 1 M (NH,),SO,

phenyl-agarose

< aumento nel salting out
antons: PQO4, SO4, CI, Br, NOs;, CIO4, 1, SCN




affinita

Glucose-binding
protein attaches
to glucose
residues (G) on
beads

Addition of
glucose (G)

Glucose-binding
proteins are

8
released on @G
addition of GG

glucose




Il primo passaggio di purificazione cromatografica
deve rimuovere la maggior parte dei contaminanti
(scambio 1onico?)

| passaggi intermedi sfruttano proprieta differenti
(le tecniche di assorbimento consentono di
recuperare il campione in piccoli volumi)

|l passaggio finale deve rimuovere gli ultimi
contaminanti

La proteina viene infine dializzata e concentrata



SDS-PAGE

Na™* H2

B-Mercaptoethanol

Sodium dodecyl sulfate
(SDS)



Homogenate Salt lon exchange Molecular Affinity
fractionation chromatography exclusion  chromatography

chromatography
Tl | w2 e 3 e 1 me S




I
TABLE 4.1 Quantification of a purification protocol for a fictitious protein

Total protein Total activity Specific activity, Yield Purification

Step (mg) (units) (units mg ') (%) level

Homogenization 15,000 150,000 10 100 1
Salt fractionation 4,600 138,000 30 92 3
Ion-exchange chromatography 1,278 115,500 90 77 9
Molecular exclusion 68.8 75,000 1,100 50 110

chromatography
Affinmity chromatography 1.75 52,500 30,000 35 3,000




Quale/i delle seguenti tecniche si potrebbero utilizzare per purificare le
proteine contenute nella sequente miscela :

Mioglobina di cavallo (PM 16.9 kD; pl 7.0) + citocromo ¢ (PM 11.7
kD; pl 10.6) + Albumina (PM 68 kD; pl 4.9)

Spiegare perché e quale tecnica ha maggiore probabilita di successo.

Colorazione secondo il metodo di Lowry
SDS-PAGE + colorazione secondo Coomasie
Isoelectrofocusing

Cromatografia in scambio ionico
Cromatografia in gel filtrazione
Immunoprecipitazione



Procedura Proteine totali Attivita Attivita Resa Livello di
(mg) (unita) specifica purificazio

ne

Estratto grezzo 20000 4.000.000 100 % 1

Precipitazione con sali 5000 3.000.000

Cromatografia a scambio ionico 400 1.600.000

Cromatografia per affinita 100 1.500.000

Cromatografia per esclusione 90 1.350.000

molecolare




