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1/ RESUMEN.

Un_anélisis preliminar del problema sugirid la conveniencia
de basar los trabajos de la deteccidn y el aislamiento del péptido "a"
de la insulina humana entre los p2ptidos obtenidos por ruptura quimica
de una porcién homogénea de la proteina portadora del péptido "A" de la
insulina en forma de inserto carboxilo terminal (proteina hibrida beta-

galactosidasa "A"),

Para los estudios de purificacién de la proteina hibrida se
prepard una solucidn enriquecida hasta el 60% respecto al total de pro -
teinas, a partir de una inicial con un contenido de 30%, El procedimien
to se basd en un estudio del reparto de la proteina hibrida entre las

porciones soluble e insoluble, en medios de diversa naturaleza,

La proteina hibrida se purificd por electroforésis en gel de
poliacrilamida, incorporando un detergente idnico necesario para su so~
lubilizacidn. Se optimizaron las concentraciones de los electrolitos del
sistema glicinato, cloruro, tris, con base en la teoria de electroforésis
en sistemas de eléctrolitos discontinuos y se determinaron las concen-
traciones Sptimas de mondmero y las longltudes de los geles concentra-
dor y separador, requeridos para conseguir la separacidn deseada. El
resultado de la separacidn fiie la recuperacidn total de la protefna hi

brida sin contaminantes apreciables.

Como referencia para comparar los resultados obtenidos en la
purificacidn por electroforésis, se estudid la separacién de la misma
muestra por cromatografia de permeacidn en gel, en presencia del mismo
detergente idnice, Aunque el primer método resultd superior en resclu-
¢ibn, selectividad y rapidez, el segundo presentd ventajas aprovecha-

bles en la separacidén a la escala de gramos.

Se estudiaron las posibilidades de separacidn por electroforé
sis en gel de poliacfilamida de los péptidos de bromuro de ciandgeno de

la protéina hibrida. Se disefid un sistema de electrolitos que resultd



il

satisfactorio para conseguir la resclucidn de péptidos de 60 000 a

1 000 daltons, en presencia de un detergente idnico. En estas'condicig
nes fué posible separar y detectar, entre los péptidos de cianogenblisis
de la protefna hibrida "A", un péptido que migraba a la misma posicidn

que el péptido "A" de la insulina.

Con el £in de aprovechar las posibilidades de separacién por
electroforésis, combinando los efectos de carga eléctica y de talla mo-—
lecular, se estudid la electroforésis del péptido "A" de la insulina
tetra S-sulfonado en diversos electrolitos. Uno de los electrolitos pro
bados se utilizd rutinariamente para:investigar la composicibn de las
porciones de péptidos de bromuro de ciandgeno obtenidas en diversas eta
pas del aislamiento del péptido "A" de la insulina humana. También se
disefid y se probd un sistema de electrolitos para la separacidn por elec
troforésis de péptidos con carga negativa, en medio Acido, selectivo
para el péptido "a" de la insulina tetra S-sulfonado. Las condiciones en
las que ocurre la separacidn permiten procesar muestras de tamafio con-
siderablemente mayor al usual en electroforésis de zona ya que solo par
ticipan en la separacifn los componentes de punto isoeléctrico menor a

4.2, cuya movilidad hacia el &nodo es mayor que la del idén acetato a ese

pH-

Una porcidn de péptidos da bromure de ciandgeno, enriquecida
en el péptido "A" de la insulina humana se sometid a electroforésis ha
cia el @nodo en medio &cido, en un gel granular, Los componentes concen
trados entre los extremos rapido v lento del frente de migracidn se re-
cuperaron y se pasaron por una columna de permeacidn en gel. Se invest}_
g6 por cromatografia en fase liquida sobre un soporte apolar la composi
cidn de las fracciones recogidas alrededor del voliimen de elucitn obser
vado para un esténdar del péptido "A" en la misma columna de permeacidén.
Entre los cromatogramas Se encontrd un pico con una retencidn similar a
la de un estandar del péptido "A" de la insulina tetra 8-sulfonado. Los
resultados de electroforésis analitica en medio bisico y de composicidn
de aminodcidos de alicuotas de la fraccidn correspondiente al pico men-
cionado indican cue corresponde a un componente singular, indistinguible
de un estdndar del péptido "A" de la insulina poreina, el cual tiene la

misma composieidn de aminocdcidos que el péptido "A" de la insulina humana,
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Bste trabajo forma parte de un proyecto de investigacidn cuyo
objetivo final es la produccidn de insulina humana por asociacién quimi
ca de los péptidos que la constituyen. Los péptidos npn y "B" de la in-
sulina humana son sintetizados por dos cepas de E. coll modificadas ge-
néticamente para producir cada uno de los péptidos de la insulina, uni-
do covalentemente al extremo carboxilo terminal de la enzima beta-galac

tosidasa de E. coli.

El objetivo particular de este trabajo consiste en demostrar
la presencia del péptido "A” de la insulina humana entre los péptidos
provenientes del material protéico bacteriano, y caracterizarlo desde
el punto de vista fisicoquimico con el fin de obtener la informacién
necesaria para su aislamiento en el estado de pureza reguerlido para su

asociacidén quimica con el péptido "B".

La cepa productora de la proteina hibrida beta-galactosidasa
"A", constituye el material de partida para la investigacidn y fué pro-
porcionada por el Doctor Francisco Bolivar Zapata, director del Centro

de Investigacidén sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia.



. 3./ INTRODUCCION.,

La produccidn biosintética de la insulina humana por medio de
microorganismos se basa en la insercién de genes sint&ticos en el mate-
rial genético extracromosomal, en este caso de la bacteria E. coli, para
conseguir su expresidn através de la sintesis protéica y producir cada
une de los péptidos de la insulina. La naturaleza d; la expresidn de ge
nes en bacterias requiere la clonacién del gene sintético a un gene de
caracteristicas bien definidas, en este caso el gene de beta-galactosi-
dasa. La clonacisn de los genes sint@ticos para los péptidos de la insu
lina contempld la posibilidad de su liberacidn de la proteina hibrida
expresada, por ruptura selectiva de la unidn covalente entre la beta-ga-

lactosidasa y el péptido de la insulina

La beta-galactosidasa {f- Galactésido galactohidrolasa E.C.
3.2.1.23) constituye cerca del 5% del total de proteinas en cepas aploi
des de Escherichia coli; sin embargo, se alcanzan niveles considerable-

mente mayores en ciertos merodiploides.

La secuencia de aminodcidos propuesta (1) se muestra en la fi
gura 1. El mondmero contiene 1 021 aminodcidos en una sola cadena poli~ .
peptidica. La determinacién de la secuencia se hizo por procedimientos

bioquimicos convencionales auxiliados por estudios de complementacidn,

La hormona insulina es un polipé&ptido producido por muchos or
ganismos superiores del reino animal, y cuya composicién de aminodcidos
varia de una especie a otra, aunque su funcién biolBgica es siempre la
misma. Todas las variantes de la insulina estudiadas contienen dos cade

nas peptidicas interconectadas por dos puentes disulfuro,

La naturaleza quimica de los aminodcidos que componen a la ca
dena "A" le confieren propiedades Acidas, mientras que los aminofcidos
de la cadena "B" le confieren propiedades basicas, Los péptidos "A" y "B"

de la insulina humana contienen 21 y 30 aminodcidos respectivamente y,



en el péptido "A", un enlace disulfuro adicional conecta los residuos
6 y 11 formando un puente intramolecular. En la figura 2 se muestra la

estructura de la insulina humana.

cada uno de los péptidos de la insulina se produce "in vivo"
como un segmento peptidico unido por medio de metionina al extremo car
boxilo terminal de la betagalactosidasa. Las cadenas biosintetizadas de
la insulina, las cuales no contienen metionina, pueden liberarse eficien
temente por reaccidn con bromurc de ciandgeno (2} y, finalmente, asociar
se correctamente (3} "in vitro"™ con el fin de producir insulina humana

bioldgicamente activa,

La accidn del bromuroc de ciandgeno sobre las proteinas se ca-
racteriza por un ataque selectivo al aminodcido metionina que provoca el
rompimiento quimice del enlace peptidico de la metionina en condiciones
spaves, El resultado de este rompimiento es la liberacién del aminoacido
o aminocacilpéptido que sigue a la metionina, mientras que el residuo de
metionina que originalmente ocupaba la posicidn endc se convierte en una
lactona de homoserina y pasa a ser el aminodcide carboxilo terminal del
fragmento peptidico. Alin en condiciones &cidas la lactona de homoserina
producida estd en equilibric con la homoserina por lo que es necesario
calentar en presencia de un &cido fuerte para lactonizarla o, preferen~-
temente, formar la homoserina por tratamiento con un alcali a tempera-

tura ambiente.

La selectividad de la reaccidn de bromuro de ciandgeno con los
aminodcidos depende del pH, En medic alcalino el bromuroc de ciandgeno
reacciona con los grupos bdsicos de la proteina, pero esta reaccifn pue
de suprimirse facilmente por protonacidn, En medios neutro y dcide solo
la metionina y la cisteina se atacan con bromuro de ciandgeno. La cis-
teina se oxida lentamente a Scido cist@ico, aunque esta reaccién no es
importante debido a que los grupos SH son comparativamente poco frecuen
tes y, en todo caso, pueden protegerse ya sea irreversiblemente o re-

versiblemente,
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INSULINA HUMANA
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Fligura 2. Esquema simplificado de la estructura de la insulina humana.



Los residuos de cisteina en las proteinas pueden formar puen-
tes entre diferentes péptidos o mantener eilazadas diferentes partes de
un mismo péptido. La validez de muchos estudios bioquimicos requiere la
conversidén de los residuos de cistina en derivados mis estables, Esto
elimina la posibilidad de reacomodos debideos principalmente al intercam
bio de disulfuros. Adem3s, las proteinas en las que se han separado los

residuos de cistina normalmente son mis suceptibles al ataque enzimitico

y quimico.

los métodos mis comunmente usados para la ruptura de enlaces

disulfuro (4) son la oxidacidn con Acido perfdrmico, la ruptura por re-
duccidn del disulfureo con un exceso de algiin tiol y la fisién del puen-
te disulfuro con sulfito, la oxidacidn con Acido performico consiste en
convertir la cistina en Acido cist@ico y tiene el inconveniente de que
la accidn del agente oxidante no se limita a lﬁs residuos de cistina
sino que degrada al triptofano, convierte casi cuantitativamente a 1la
metionina en sulfona y puede modificar también a la tirosina. La ruptu
"ra por reduceidn del disulfuro por un excesc de tiol se emplea en muchos
casos como el primer paso en el bloquec de los azufres de cistina y cis
teina de las proteinas, con reactivos con un haldgeno active o un doble:
enlace capaz de reaccionar con el SH, La fisidn especifica del puente
disulfuro con sulfito consiste en la oxidacidn y reduccildn simultineas de

los azufres del puente, c¢on la produceidn de un residuo de cistefna y un

derivado s-sulfonado.

R-§e=-S=R + 50, =D R~S5  + R~-5S80,

Por razones de estabilidad, es conveniente convertir todos los
aminoicidos cisteina y cistina de las proteinas en grupos S-sulfonato.
La forma mis simple de conseguirlo es aportando un agente oxidante suvave
para mantener un ciclo de oxidacidn y reduccidn (%) hasta consumir los
grupos SH, g a
5 - ~» R~550,"7 + R

RnS =5 =R -+ S0

fom wup !

- - -

_Oxidanté suave



las propiedades de los derivados S-sulfonados de las protefinas
son similares a las de los derivados de las mismas proteinas en los que
los azufres de los residuos de ciseina y cistina se han convertido en
fcidos fuertés; sin embarge, algunos de ellos presentan una fuerte ten-
dencla a agregarse por lo que es necesario conservar el pH y la fuerza
idnica de las soluciones en un intervalo estrecho con el objeto de no

alterar su solubilidad.

Por su estabilidad bajo las condiciones usuales de aislamiento
de péptidoes, los derivados S-sulfonados tienen gran importancia en las
aplicacicnes preparativas. Ademis pueden convertirse facilmente a su
forma reducida por lo que se utilizan enla sintesis de proteinas con

enlaces disulfuro.

Ya que el péptido "A" de la insulina humana se biosintetiza
por medio de bacterias unido por medio de metionina a un fragmento de
beta-galactosidasa (5), en forma de proteina hibrida que posee un niime-
ro considerable de cisteinas y cistinas {6); para su aislamiento se re-
quiere tanto de su liberacidn del fragmento de beta-galactosidasa por
ruptura en la poslcién-de metioning, como de la ruptura de los enlaces
de cistina y de la proteccidn reversible de los residuos de cistefna en
vista de que su asociacifn quimica con el péptido "B" ocurre por medio

de dos enlaces de cistina.



4./ PARTE THORICA

4.1: LOS METODOS DE SEPARACION.
4.1 1'1 . -GENERALIDADES.

Un grupo muy importante de métodos de separacidn es el de los
procesos de separacidn basados en la migracifn diferencial de los compo
nentes de la muestra ya sea a través de un medio (fase estacionaria) per
meable al flujo de un flufdo (fase mdvil), o a través de una regifn homo
génea por el efecto de algiin campo de fuerza. Al iniclo de la separacidén
los componentes de la muestra ocupan la misma regidn en la zona de apli-~
cacidn, pero mientras los componentes migran el el medio de separacidn
se apartan gradualmente y eventualmente se separan. La cromatografia es
el ejenplo clisico de migracidn diferencial producida por el flujo de un
fluido, mientras que la electroforésis de zona occurre por migracifn di-

ferancial de moléculas con carga eléctrica en un campo eléctrico.

En los métodos con flujo la velocidad de migracién de un com-
ponente est3 determinada por su distribucidn al equilibrio entre la fa~
se movil y la fase estaclonaria. En un campo de fuerza las diferencias
de velocidad de migracién de los componentes ocurren como resultado de
variaciones en propiedades como coeficientes de difusidn o coeficientes
de friccidn entre los diferentes componentes. En ambos casos, estas ai-~
ferencias de velocidad de migyracidn entre los componentes de la muestra

son las responsables de la separacidn.

La migracidén de los componentes va acompafiada de una creciea
te dispersién de la zona inicial, Esta dispersidn de las zonas se debe
a un inadecuado intercambio entre las fases, a la difusidn comiln, al
mezclado y a algunas interacciones inespecificas entre los componentes
y el medio. Los perfiles de concentracidn de los componentes tienen la
forma de una curva de Gauss cuya varianza es proporcicnal a la distan-
cia migrada. E1 factor de pioporcionalidad es funcidn de varios parame
tros del sistema y de las condiciones de operacifn, y se denomina Nfime-
ro de Platos Tedricos y es una medida directa de la eficiencia del méto

do de separacidn.



La semracidn relativa de dos zonas adyacentes al cabo de una
clerta distancia migrada depende de dos factores: (i} el grado de sepa-
racién o la distancia entre los centros de las zomas y (ii) el grdo de
dispersién o el ancho de las zonas. Conviene expresar la separacién re-
lativa entre dos componentes adyacentes por la resolucidén. La resolucidn
es la relacidn entre la distancia que separa los eentros de dos zonas y
el producto de la desviacidn estdndar de los picos por una constante que

define el ancho de banda correspondiente a una unidad de resolucidn.

4.1.2. CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES DF LOS METODOS DE SEPARACION.

CAPDCIDAD DE MUESTRA.

La capacidad de muestra propia de un m&todo de separacién se
refiere a la cantidad mixima de muestra gue puede separarse con una efi-
ciencia dada. La capacidad de muestra generalmente depende mias del pro-
cedimiento o del equipo usado para llevar a cabo la separacidén que de

las caracteristicas intrinsecas del m&todo mismo.

CAPACIbAD DE FRACCIONES.

la capacidad de fracciones de un métedo de separacidn es el
nimero maxime de componentes que pueden separarse en una sola operacidn..
Los mejores mé&todos para separar mezclas complejas en sus componentes
individuales se caracterizan por su gran capacidad de fracciones, la
cual depende de la eficiencia del proceso de separacidn. En la cromato-
grafia y en la electroforésis de zona, la capacidad de fracciones es
equivalente a la capacidad de picos o nilmero maximo de bandas o compo- -
nentes . distinguibles que se pueden cobtener con un sistema particular

para ciertas condiciones experimentales.

SELECTIVIDAD.
La selectividad es una medida de la capacidad intrinseca de un

método de separacién para diferenciar a los componentes y estd Intimamen

te relacionada con el fendmeno fisicoquimice fundamental en el que
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se basa la separacidn. En el caso de la cromatograffa, la selectividad
se mide por el factor de separacidn, mientras que para la electroforésis
la selectividad se mide como una relacidn dé movilidades idnicas. En
todos los casos, la selectividad de un método de separacidn es consecuen
cia de su capacidad de respuesta hacia las propiedades moleculares de

los componentes.

Con mucha fracuencia las propiedades mecleculares de los compo
nentes de una muestra dan lﬁgar a varias categorias de selectividad; en
~ estos casos debe buscarse un método que aproveche alguna o varias de es
tas propiedades para realizar la separacién, o bien buscar varios méto-
dos en una secuencia que permita consequir la separacién de los compo-
nentes de interés, La selectividad de una separacién puede variarse den
tro de un rango muy amplio, dependiendo de las condiciones experimenta-
les, por lo que ademis de buscar el método de separacidn apropiado es

necesario establecer las condiciones que produzcan la mejor separacidn.

RAPIDEZ Y SIMPLICIDAD EXPERIMENTAL.

Cualquier esfuerzo por mejorar la rapidez de la separacidn y
la simplicidad del procedimiento resulta muy valiose, particularmente
para el trabajo rutinario. Por supuesto que la rapidez y la simplicidad
de una separacifn estan relacionadas con la eficiencia, la capacidad de
fracciones y la capacidad de muestra. Estas caracteristicas no pueden
mejorarse simultineamente por lo que la optimizacidn de las condiciones
de separacién debe bhasarse en una serie de consideraciones de diversa

fndole.
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4.1.3. ELECCION DE UN METODO DE SEPARACION,

La eleccidn de un método de separacién apropiado para solucio
nar un problema de separacidn particular se basa en una serie de consi-
deraciones pricticas, entre las cuales la mis obvia es la compatibilidad
de las condiciones de la separacidn con la naturaleza de los componentes
de la muestra. Evidentemente, la aplicabilidad de-un método particular
estd determinada por las propiedades fisicoquimicas en las que se basa

la separacidn.

La forma de abordar un problema de separacidn queda determinada
por la informacidn di;ponible sobre los componentes de la muestra y por
los objetivos de la separacidn. El problema se simplifica notablemente
cuando se dispone de amplia informacidn sobre las propiedades de los

componentes, o cuando se esti interesado sélo en alguno (s) de ellos,

En los casos en los que la complejidad de la muestra no per-
mite alecanzar el objetivo de la separacidn por medio de un solo método
se hace necesaria la combinacidn de varios métodos o etapas de purifica
cién. Para disefiar correctamente tales secuencias de purificacidn es ne
cesario conocer las capacidades relativas de cada uno de los métodos dis
ponibles, El disefio consiste en determinar cuintas etapas de purifica-
cidn se empleardn par lograr el objetivo deseado, con qué criterios se
selecciocnaran las separaciones individuales, y en qué orden habrin de

llevarse a cabo.

Uno de los aspectos mis importantes a considerar en la elec-
¢ién de los métodos gue integren el esquema de separacidn es la selecti
vidad del método. La selectividad requerida para resolver un preoblema

particular depende de la naturaleza de la muestra.

Las consideraciones sobre la selectividad de un método de se~
paracidn no sdlo permiten planear la'separacién de los componentes de una
muestra ofreciende la posibilidad de predecir el resultado de una separa-

cidn, también permiten intetpretér los resultados de una separacidn con

*
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fines de identificacidn o de caracterizacidn de los componentes, En cier
tos casos esto permite la identificacidn de componentes de la muestra por
comparacifn de los resultados de la separacién de los componentes con los
resultados obtenidos para compuestos de referencia. Alln cuando no se dis-
ponga de compuestos de referencia aproplados, los resultados de una sepa-
racién pueden ofrecer informacidn relacionada con la estructura de los
componentes de la muestra siempre que se conozca la ralacion entre la es-
tructura molecular y el comportamiento en la separacién. El andlisis del
comportamiento de un componente en una separacidn para inferir su estruc-
tura molecular se complica cuando el método de separacidn se basa en mis

de un tipo de selectividad.

La capacidad de fracciones requerida para conseguir el objetivo
de la separacidn depende de la complejidad de la muestra, es decir, el
niimero de componentes individuales y sus concentraciocnes relativas. Para
resolver mezelas de un centenar de componentes individuales normalmente
se requiere de mis de un método de separacifn, afin de gran capacidad de
fracciones, tanto mias cuanto menor sea la cantidad relativa de los compo

nentes de interés.

Las caracteristicas de capacidad de muestra, rapidez de separa
cién y simplicidad del método tienen un gran inter@s préctico y deben to
marse seriamente en cuenta durante la eleccidn de los mé&todos de separa-
cidn que han de integrar un esquema de purificacidn. Una vez cumplidos
los requerimientos bisicos de selectividad y de capacidad de fracciones,
lo mismo que el requisito elemental de aplicabilidad o compatibilidad
con la naturaleza de la muestra, la eleccidn final de los m&todos dispo-
nibles debe perseguir la mixima conveniencia (simplicidad y rapidez)
siempre gue la capacidad de muestra de los métodos sea lo suficientemente
grande para realizar la separacidn a una escala conveniente. En las sepa
raciones preparativas lo mismo que en el anilisis de componentes poco a-
bundantes, la capacidad de muestra resulta particularmente importante en

comparacifn con otras caracteristicas.
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4.2, SEFARACION DE MACROMODLECULAS DE ORIGEN B IOLOGICO.

4.2.1. GENERALIDADES,

los criterios de mreza aplicables a una separacidén de protefnas
estan determinados por el propdsito marticular por el cual se realiza la -
separacioén., Los procedimientos de separacidn que integran un esquema de pu
rificacién estin determinados por el grado de pureza requerido y por la ébqg
dancia relativa de los componentes de inter@s en la muestra inicial. Una ca
racteristica muy importante de los métodos de separacidn escogidos es su ren
dimiento expresado en términos de la cantidad total de proteina recuperada
(0 de su actividad especifica). Otro aspecto importante es la economia del
prceso de purificacifn global, la cual incluye no solo el costo de los mate
riales usados y el tiempo requerido para llevar a cabo la separacidn hasta
el grado de pureza (enriquecimiento) requerido, sinc también el costo en
funcidn del rendimiento. La gran variedad de métodos de separacidn disponi
bles en la actualidad ofrece: una gran libertad de eleccidn aifin para resol

ver problemas de separacidn muy particulares,

Siempre conviene revisar la informacién disponible acerca de la
proteina de inter@s para establecer un plan inicial. Debe considerarse la
naturaleza de la muestra en lo que se refiere a su voliimen, las cantidades
de proteinas contaminantes, el pH y la fuerza idnica de la solucidn, con el
fin de prever la escala de las separaciones y de planear la secuencia de
métodos de separacidn de manera que la muestra cbtenida a partir de cada
etapa sea adecuada para su aplicacidn a la siguiente etapa. Baturalmente
resulta muy valiosa cualquier informacién scbre las propiedades fisicoqui-
micas de los componentes de la muestra, como su tamafio (peso molecular),
su punto isceléctrico, su solubilidad y su hidrofobicidad. Algunas veces

tambi&n resulta fitil saper algo sobre sus propiedades quimicas.

Para conseguir una separacidn pueden aprovecharse diferentes ti-
pos de selectividad, entre ellos: la solubilidad, la talla molgcular, la -

carga'eléctrica, la hidrofoficidad y la actividad biolSgica. Los mejores
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resultados de enriquecimiento se obtienen al incluir métodos de separacidn
basados en diferentes selectividades dentro del esquema de purificacidn,
ya que los contaminantes que no se eliminan en un procedimiento basado en
cierto principio probableﬁente puedan eliminarse por un procedimiento basa
do en otro principio. Ya que algunos métcdos de separacidn permiten una ma
yor recuperacidn que otros, conviene el uso de métecdos de mayor recupera-
¢idén hacia el final de la secuencia de purificacién, cuando el valor de la
muestra es mayor. Estos métodos de preferencia deben ser rapidos y ocurrir

en condiciones controlables.

Aungue la teoria no preve el efecto del orden de las etapas en las-
que se eliminan los distintos contaminantes sobre el resultado final de la
purificacién, algunas consideraciones pricticas determinan la secuencia que
deben seguir las etapas de separacidn de un esquema de purificacidn, Al ini
cio de la purificacidn, cuando es necesario manipular grandes cantidades de
material, conviene aplicar métodos de gran capacidad como el intercambio
idnico; en estas condiciones una gran resolucifn es un requerimiento secun
dario. La compatibilidad entre los procedimientos de separacidn adyacentes
es otro aspecto a considerar la secuencia de etapas del esquema de purifi-

cacidn.,

Aunque el material a partir del cual ha de aislarse la proteina
estd determinado por el estudio que se realiza, siempre conviene escoger
un material particularmente rico en el componente deseado u otro que per~
mita minimizar el nimerc de contaminentes prot@icos. Muchas veces el ma-
terial de partida consiste en una fraccidn subcelular o de tejido, por lo
que se necesita romper u homogeneizar el material celular en una solucidn
reguladora de pH. Las fracciones soluble e insoluble se separan por filtra
cién o por centrifugacifn y se examina la distribucidn de la proteina de
interés en ambas fracciones. Si la proteina deseada estd asociada con la
fraccién insoluble es necesario solubilizarla para su procesamiento poste
rior. Si estd presente en la fraccidn soluble es posible proceder directa

mente a la siguiente etapa.
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La preparacidn cruda que resulta de la extraccidn generalmente
consiste de una gran variedad de proteinas, en un voliimen grande de mues-
tra. La etapa siguiente debe ser capaz de procesar una cantidad de material‘
considerable y, de ser posible, concentrér la muestra para su procesamiento
posterior. La precipitacidn por adicidn de disolventes orgdnicos, por efec-
to de cambios de pH, o de fuerza idnica con sales como el sulfato de amonio,
es un paso inicial muy comlin en la purificacién de proteinas. Es un método
econdmico, simple y de gran capacidad; sin embargo no es apropiade para com
ponentes de bajo peso molecular. La absorcién es una buena alternativa a la
precipitacidn. Se requiere de un material que absorba selectivamente las
sustancias de interés a partir de la preparacidn cruda. Un enriquecimiento
por intercambio iénico, por ejemplo, consiste en mezeclar la muestra con el
intercambiador (sdlido) y dejarlos equilibrar durante alglin tiempo para ab
sorber a los componentes de interés. Entonces se lava el intercambiador y
se desorben los componentes aumentando la fuerza ifnica o camhiando el pH.
Esta etapa gruesa de separacidén puede convertirse en un método bastante se
lectivo si se eligen apropiadamente el tipo de intercambiador y las condi-
ciones experimentales de absorcidn y desorcilén. La absorcidn bioselectiva
tambiém puede ser 'un método muy {itil en estas eircunstancias si se aprove-
chan las propiedades bioldgicas de las proteinas por separar. Los materia-
les para la absorcién por bicafinidad son mis caros que los intercambiado-
res de iones y requieren técnicas de elucién mds cuidadosas; sin embargo,
la gran selectividad de las técnicas de absorcidn por afinidad las conviex

te en métodos muy valiosos.

Una vez que la proteina de interés se extrajo de su fuente dé
origen y se le eliminaron algunos de los contaminetes mayores por medio da
procedimientos de gran capacidad aungue poco selectivos ( excepto gque haya
sido posible utilizar un procedimiento de separacidn por bicafinidad en
una etapa inicial), los procedimientos siguientes debes ser mis selectivos.
Por otra parte, en cualquier etapa de la purificacidn, resulta de gran uti
lidad un método analftico de gran resolucién como la electroforésis para

.comprobar que se han eliminado los contaminantes esperados.
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Las separaciones gruesas por precipitacidn o por adsorcidn pro
ducen muestras concentradas contaminadas por los solutos usados en la
precipitacién o en la desorcidn, en concentracicnes elevadas., La Permea
cifén en gel es un método particularmente adecuado para procesar este ti
po de muestras, ya que su funcionamiento es casi insensible a la composi
cién de la muestra. Esta propiedad de la permeacién en gel tambi&n permi
te tener un control considerable sobre las condiciones de elucidn. Otro
método aplicable a muestras con un contenido importante de sales es la

cromatografia por interacciones hidrofSbicas.

La cromatografia de intercambio ifnico es unc de los métodos
selectivos mas populares, ademis resulta particularmente itil después de
un procedimiento de permeacidn en gel del cual se obtiene generalmente un
producto diluido. Dado que tanto el pH cemo la fuerza idnica tienen una
gran influencia en la unidn de los componentes al intercambiador, es in-
dispensable que el procedimiento anterior se haya realizado en el regula
dor adecuado o eliminar los solutos que puedan interferir con la separa-
cifn y equilibrar la muestra al pH adecunado. Una forma simple y rfpida
para trasladar a los componentes de la muestra al requlador adecuado es
una cromatografia por permeacifn en gel en una columna corta y ancha, con
un gel permeable solo a Jos solutos de bajo peso molecular, equilibrade

con el regulador indicado para el experimento de intercambio,

Es importante comprobar el grado de pureza de las muestras ob-
tenidas despiies de cada una de las etapas del procedimiento de purifica-
cidn con el propdsito de conocer el gradc en que se alcanzan los objeti-
vos deseados. Por esto, los métodos de anilisis usados deben ser aplica-
bles a todo el rango de proteinas de las muastras y, naturalmente, deben

ser ripidos y eficientes.

Virtualmente toda la informacién concerniente a la purificacidn
de una proteina puede obtencrse por electroforfsis en alguna de sus moda-
lidades, Por medio de este método de separacidn es posible detectar conta
minacidn de proteinas, estimar su peso molecular y su punto isceléctico y

afin obtener informacidn sobre la actividad biolfgica de las proteinas.
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La electroforésis en gel de poliacrilamida, en presencia del detergente
anidnico dodecilsulfato es un método estindar para establecer las condi-
ciones de pureza de las muestras de protefnas. La separacifn se basa en
las diferencias de tamafio de los componentes en condiciones disociantes.
El método es eficiente, selectivo y rdpido. El enfoque isoeldctrico es
una t&cnica de scparacidn de gran resolucidn, y puede usarse para aplica
ciones preparativas lo mismo que para estudios analfticos ya que la de-
terminacién de los puntos isoeléctricos de los componentes también es im
portante para el desarrollo de otros métodos como el intercambioc iSnico.
En términos generales, la deteccidn de contaminantes por electroforésis
en gel de poliacrilamida permite definir exactamente cuales métodos de-

ben usarse para conseguir su eliminacién.

Una vez que se ha alcanzado el grado de pureza requerido, con-
viene considerar la eficiencia del esguema de purificacidn en términos de
rapidez, capacidad de muestra y conveniencia practica. Finalmente, deben .
explorarse las reservas de capacidad y resclucifn de los métodos de sepa-
racidn para definir gue tanto pueden modificarse las condiciones probadas
Para procesar mayores cantidades de muestra o muestras de menor calidad,

sin perjudicar la calidad de la purificacién,

4.2.2, SEPARACION DE MACROMOLECULAS POR CROMATOGRAFIA EN FASE LIQUIDA.

La separacién de componentes en un sistema cromatogrifico de-
pende de su distribucidn diferencial entre una fase sd8lida estacionaria
y una fase mévil liguida. Los componentes cuya concentracidn es mayor en
la fase mdvil son los primeros.en eluir del lecho de fase estacionaria
{columna), seguidos por los de menor concentracidn en la fase mévil, Las
diferencias de elucidn de los componentes son consecuencia de la diferen
cia relativa entre sus coeficientes de distribucién entre ambas fases,
La exclusidn selectiva a la talla molecular, el intercambio idnico, la
interaccidn hidrofébica sobre fases apolares y la afinidad bioespecifica
son fendmenos que permiten disponer de métodos de separacidn.por cromato
grafia en columna sensibles a las diferencias fisicas o quimicas de los

biopolimeros.
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La cromatografia de exclusidn por tamafio permite separar mo-
léculas basandose en sus diferencias de talla debido a su permeacidn
diferencial en el material de la fase estacionaria. Cuando pasan a tra
vés de un lecho de particulas porosas, moléculas desde varios cicntés
hasta algunos millones de daltons, su comportamienteo de elucidn sugie-
re que se puede considerar la existencia de distintas regiones o voli-
menes dentro de la columna, un voliimen (vo) accesible a todas las molé
culas y un volimen (Vi) que es accesible diferencialmente segiin es la
talla del soluto. Estos volimenes corresponden aproximadamente al volll
men intersticial y al volimen de los poros del soporte, respectivamente.
El voldmen de elucién de cualquier componente del lecho se expresa por

la ecuacién:

Ve = Vo + KD Vi

donde K, se refiere al coeficiente de distribucién de la excusién por
tamafio y corresponde a la fraccidn del voliimen de poros accesible a la

molé&cula.

Las grAficas del logaritmo del pesp molecular de los solutos
en funcitn de KD son aproximadamente lineales en un intervalo de valores
de 0.15 £ KD.<,0.80. La pendiente (m) de esta curva de calibracién esta
relacionada con la distribuci®n del difmetro de los poros del empaque de
la columna. En la medida en que la distribucidn del tamailo de poros es
mis heterogénea, m aumenta y el rango de selectividad de pesos molecula
res de la columna se extiende perc disminuye el poder de resolucién de

la ¢columna.

El poder de resolucidn de una columna de exclusidn moleculaxr
es funcién pringipalmente del volimen de pores y de su distribucién en
el empaque, por un lado, y del ancho de los picos cromatogrificos por
el otro. Las primeras caracteristicas estfn relacionadas con las propie
dades inherentes del soporte, mientras que el ancho de los picos es fun
cidn del tamafio de particulas del soporte, la homogeneidad de empaca-
iento de la columna, la velocidad de la fase mdvil lo mismo que de su

viscocidad, y del coeficiente de difusidn del soluto.
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las técnicas de cromatografia por intercambio iénice, por in-
teraﬁci&n hidrofébica (sobre un soporte apolar) y por afinidad se basan
en mecanismos de retencidn muy diferentes, aunque en todas ellas inter-
viene la superficie del soporte. lLos biopolimeros (10 a 100 kilodaltons)
pueden poseer cientos de residuos suceptibles a interacciones hidrofobi-
cas, ibnicas y de formacién de puentes de hidrégeno con la superficie de
un soporte estacionario, muy probablemente estos puedan adsorberse en

mids de un sitio,

El factor que determina la retencién de biopolimeros por intg
raccidn hidrofdbica es el drea de contacto hidrofébica entre el soluto ¥
la fase estacionaria. Cuando el soporte es silica porosa a la que se ha
unide covalentemente un alquil silano a una densidad de 2 a 4 umcl/m2 de
ligante, y los solutos se eluyen por medio de disolventes orgdnices, la
técnica se conoce con el nombre de cromatografia en fase apolar o a pow
laridad de fases invertida. Los grupos alquilo se encuentran separados
entre s 7 ; en un soporte bien recubierte, situacién que promueve la
adsorcidén de los biopolimercs en miiltiples sitiss. La distribucién de
residuos hidrofSbicos en el espacio y el nfimero de ellos capaces de inw
teractuar con una superficie estin determinados por la estructura prima

ria, secundaria, terciaria y cmaternaria del polimero.

Actualmente no se dispone de una descripcidn exacta de la
cromatografia de biopolimeros en fase apolar por varias razones. La es
tructura terciaria determina el grado de interacciones hidrofdbicas ya
que los biopolimeros tienden a localizar los residuos hidrofébicos den
tro de su estructura tridimensional; sin embargo, las fases mbviles u-
sadas para eluir los componentes de las columnas de fase apolar alteran
al menos parcialemte su estructura tridimensional, ademas de que con
fracuencia se utilizan agentes formadores de pares de iones en la elu-

cidn.

o
En la précfica, la elucién de proteinas, péptides y polinu-
clebtidos de los soportes apolares requiere el uso de un disolvente or

gdnico y frecuentemente de un icido. La funcidn del disolvente orgdnico
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es }a de disminuir las intensas interacciones hidrofSbicas entre los

solutes ¥ el soporte, Cuando un soluto contiene funciones quinmicas po
tencialmente ionizables, el Acido presente en la fase mdvil puede in-
fluenciar su retencién alterando el estado ifnico del soluto, contro-
lando la ionizacién de los silancles superficiales del soporte y for-
mando pares de iones con los grupos cagionicos del soluto. Cuando el

&cido es hidrofdbico como el trifluoroacé&tico, el ‘soluto apareado con
el trifluoroacetato es mas hidrofbico que el soluto nativo por lo que
se retiene mis fuertemente, Un par i8nico hidrofilico como el formado
con aniones del Acido fosférico, la retencidn del soluto apareado es

menor que la del soluto sin aparear.

1a adicidn de dcidos a la fase mdvil ha servido para mejorar
la resolucidn y aumentar la recuperacifn de muchas proteinas, El mis
usado es el 3cido trifluorocacético por ser un-buen agente solubilizan-
te y permitir la deteccidn de péptidos hasta a 230 nm. Este &cido no
es efectivo con proteinas de membranas, las cuales son muy hidrofdbicas

y requieren el uso de &cido £Ormico en concentraciones de 5 a 50% v/v.
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4.2.3. SEPARACION DE MACROMOLECULAS POR ELECTROFORESIS.

En términos muy generales pueden distinguirse tres tipos de
electrofordsis: (i) la electroforésis de zona en electrolitos continuos,
{ii) el enfoque isceldcrico y {(iii) la electroforésis en sistemas de
electrolitos discontinuos, en cuyo principio se basa la isotacoforésig

(B) -

En la electroforésis en un medio continuo el electrolito es
el mismo en los recipientes de electrdlisis (anclito y catolito)} y en
toda la trayectoria de separacifn durante la electroforésis., La muestra
se aplica en forma de zona delgada en un extremo de la trayectoria de
separacidn, La separacifn es resultado de las diferencias de movilidad

electroforética de los componentes cargados, al pH del electrolito usado.

En el enfoque isoeléctrico los componentes de la muestra mez-
clados con compuestos anfotéricos especiales ("anfollnas") se colocan
entre dos recipientes con dos electolitos, uno fuertemente bisico y el
otro fuertemente &cido, los cuales contienen a los electrodos positive
y negativo respectivamente. Cuando se impone un campo eléctrico entre
.los electrodos los anfolitos forman un gradiente de pH estable en el
cual las biomoléculas anfotéricas migran hasta lacanzar una regién de
pPH correspondiente a su punto isoeléctrico. Dado que la carga eléctrica
neta de las moléculas anfotéricas es nula en su punto isoeléctico (pI),
cesa su migracién en el campo eléctrico por lo que los componentes se
enfocan concentrados en diferentes partes del gradiente de pH, depen-

diendoe de sus puntos isoeléctricos correspondientes,

En la electroforésis en sistemas discontinuos de electrolitos
se produce un empacamiento de los componentes de la muestra en una zona
delgada. Posteriormente se produce el desempacamiento acompafiado de su
separacién en forma de zonas aisladas en el seno del electrolito que
constituye la fase de resolucién.(fase PI} creada durante la electrofo

résis,
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Un sistema discontinuo de electrolitos comprende un electroli
to rapido y uno lento, los iones de la muestra se introducen en una re-
gidn entre estos electrolitos. El electrolito ripido debe contener solo
una especie de la misma carga que los lones por separar y debe tenexr
una movilidad neta mayor que cualquiera de los iones de la muestra. Ia
movilidad neta se define como la velocidad promedio expresada en unida-
des de campo eléctico (cmzfseg. volt); para elect;olitos débiles es el
producto de la movilidad ifnica absoluta y el grado de ionizacidn. El
electrolito lento también debe contener solo una especie iSnica de la
misma carga pero de movilidad neta menor que cualquiera de los componen
tes de la muestra. Debe estar presente un contraidn comfin en todo el
sistema. Cuando no se cumplen estos requisitos de movilidad, los iones
de la muestra migran electroforéticamente como zonas en el senc de los

electrolitos ripido o lento, depandiendo de su movilidad.

El campo eléctrice aplicado debe ser tal que el sentido de la
migracidn de los componentes de la muestra va del electrolito lento al
ripido. Después de un tiempo de migracién suficiente los iones de la
muestra se acomodan en forma de zonas contiguas en orden de sus movili
dades, y si la densidad de corriente es constante las zonas continian
migrando a velocidad constante sin cambio alguno (estado establé de la
isotacofrésis). La velocidad de migracidn de cada zona es entonces igual
a la velocidad de la zona del idn rdpido y la concentracién de céda es-
pecie ifnica se ajusta automiticamente de manera que el campo eléctrico
en cada zona sea inversamente proporcional a la movilidad de los consti

tuyentes idnicos de la zona.

En la etapa de empacamiento los componentes se concentran en
forma de zonas delgadas si sus movilidades relativas caen dentro del
rango determinado por la movilidad relativa del componente lento {comw
ponente 1) en el electrolito que se produce al paso de la frontera md-
vil (electrolito ZETA} vy la del componente rapido {(componente 2} en el
electrolito penetrado por la frontera mdvil {electrolito BETA). El em-
pacamiento en el estado estable se produce independientemente de la eta

pa de resclucién posterior.
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En general, el componente 1 debe ser un electrolitp débil mo-
novalente mientras que el componente 2 puede ser un i8n, un electrolite
débil monovalente o un electrolito débil divalente. El contraifn comfin
en todos los electrolitos (componente 6) puede ser un idn o un electro-

lito débil monovalente.

Cuando el frente de migracidn alcanza 1; 1inea de separacién
entre las fases de empacamiento y resolucidn ocurre un cambio de pH
programado para que la movilidad relativa del componente 1 en el elec-
trolito creado al paso de la frontera m6vil\en la fase de resolucidn
{electrolito PI} sea de mayor magnitud que la de los componentes de la
muestra los cuales migran en el seno del electrolito, Este resultado
es similar al de una electroforésis de zona en un electrolito continuo
(PI) pero difiere debido a la presencia de la frontera mdvil, la cual
puede visvalizarse por la presencia de un colorante que migre junto

con el frente {colorante trazador},

En la figura 3 se muestra un esquema de las fases que componen
un sistema de electrolitos para electroforésis en fases discontinuas,
Una vez iniciada la electrofor@sis y la migracién de la frontera mévil,
la fase BETA del sistema se transforma en una fase ZETA y posterioxrmen-
te, la fase GAMA se transforma en una fase PI. Las fronteras mdviles co
rrespondientes se designan ZETA-BETA y PI-LAMBPDA, Cada una posee un des

plazamiento caracteristico.

1los componentes rdpido y lento gue migran delante y detrds de
ambas fronteras ZETA-BETA y PI-LAMBDA se designan 2 y 1 y 3 vy 1 respec-
tivamente. Las movilidades ifnicas de las especles se expresan relativas
a la del ién Na+, a la misma temparatura y fuerza idnica, como movilida-
des relativas RM, Ya que RM (1,ZETA) es la movilidad relativa del compo-
nente lento en la fase 2ETA, este valor corresponde al limite inferior
de empacamiento en la fase de concentracidn, De manera similar, RM (2,
BETA) ez el limite superior de empacamiento, mientras que RM (3,PI) es

el limite de desempacamiento en la fase de secparacidn o resolucidn.
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Figura 3., Etapas del proceso de electroforésis en sistemas discontinuos
de electrolitos, aplicado a la electroforésis de zona. En el esquema
izquierdo se indican las regiones fisicas del sistema. Se supone que
la migracidn de los componentes de la muestra ocurre hacia el gel de
poliacrilamida, compuestoc por un gel concentrador y un gel separador.
La muestra se coloca entre el gel concentrador y el electrolito supe
rior, en el cual se localiza uno de los electrodos. El electrodo de
polaridad opuesta se localiza en-el electrolito inferior, debajo del
gel separador. En algunas aplicaciones preparativas es necesario in-
troducir un electrolito de elucidn entre el gel separador y el elec-
trolito inferior para recuperar a los componentes cuando alcanzan el
extremo inferior del gel separador. En el segundo esquema de izquier
da a derecha se indican los componentes que forman cada uno de los
electrolitos al momento de iniciarse la electroforésis. En los esque
mas subsecuentes se ilustran los procesos de empacamiento de los com
ponentes de la muestra en la fronter mdvil ZETA-BETA y posteriormente
su separacién detrds de la frontera mbvil PI-LAMBDA, en el electroli

to PI.
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Dado que los valores de RM (1,ZETA5 y RM (1,PI) pueden variar-
se sistemiticamente alterando la concentracién de los electrolitos, o su
naturaleza, es factible encontrar condiciones que permitan ya se empacar
o desempacar al componente de interés o a cualquiera de los componentes
de la muestra. Una manera de conseguir este empacamientc selectivo, ade
mis de cambiar la naturaleza y/o la composicidn de los electrolitos pa-
ra variar RM (1,2ETA) y/o RM {1,PI) consiste en aiﬁerar la resistencia
del medio a la migracién de los componentes macromoleculares. Cuando el
medio es un gel es posible manipular el empacamiento de macromoléculas
actuando sobre el sistema de electreolitos, scbhre el tamano de los poros

del gel, o sobre ambos simultineamente.

4.2.3.a. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

las separaciones por electroforé@sis en gel de poliacrilamida
se han aplicado en la escala analitica para muestras del orden de micrg
gramos y aiin menores, en la escala preparativa se han hecho separaciones
en el rango de varios miligramocs a unos gramos. La té@cnica experimental
es simple, solo se requiere formar el gel por polimerizacién de acrila-
mida en un molde (tubo o placa) y colocarlo entre dos compartimentos con
electrolitos que contienen cada uno un electrode inerte como se muestra
en la figura 3. La muestra se deposita en un extremo del gel y se aplica
un campo el8ctrico entre los electrodos, La separacidn se consigue cuan-
do los componentes migran en forma de bandas individuales con una movili

dad electroforética que depende de su talla y carga neta,

Con este polimerc sintético se consigue obtener geles hidro-
filicos con un poro medio efectivo entre 0.5 y 3.0 nm simplemente ajus
tando la concentracidn total de mondmere (%T) y la concentracidn del
mondmero entrecruzador N, N'~Metilen-bis-acilamida (2C) en la solwifn de
polimerizacidn. En este intervalo se puede variar el tamafio medio del
pore para mejorar la separacidn entre los componentes de interés, Tam-
bi&n puede optimizarse la separacidn por efecto de carga eléctrica en
condiciones de pH entre 3 y 11 para conseguir la diferencia méxima en

tre las cargas netas de los componentes.
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La versatilidad que se consigue variando el tamafio de poro del
gel de poliacrilamida puede extenderse si se incluyen en el gel aditivos
no idnicos o se introducen al gel durante la electroforgsis detergentes

idnicos, agentes estabilizantes, agentes complejantes o agentes reductores.

El poder de resolucidn de la electroforésis en gel de poliacri
lamida se puede determinar cuantitativamente para un experimento particu
lar calculando el nimero de platos tedricos N = xz/ 02 = 5,55 xz/ wz.
En estas expresiones x es la distancia de migracién, o es la desviacidn
estandar del anch9 del pico ¥ w es el ancho del pico a la mitad de su al
tura mixima. Frecuentemente se calculan 1 000 o mds platos tedricos en
trayectorias de migracifn de aproximadamente 10 c¢m, tanto en electroforéd
gls libre como en electroforésis en gel, contrastando con valores de nd-
mero de platos tebricos de aproximadamente 200 a 500 para columnas de

permeacidn en gel de 1 m de largo.

Las principales razones del frecuente uso de la electroforésis
en gel de poliacrilamida en la separacidn de proteinas desde su intreduc
cidn en 1960 son su granpoder de resolucién, su aplicabilidad a un rango
muy amplio de tallas moleculares (pesos moleculares), su versatilidad y
economia y el desarrollo de métodos de deteccidn de las bandas aisladas
de una gran sensibilidad, Desafortunadamente la mayoria de los resulta-
dos de separacién en gel de poliacrilamida se han analizado solo cualita
tivamente, sin aprovechar la informacién cuantitativa que puede propor-
cionar. Los aspectos cuantitativos de la electroforésis en gel de poli-
acrilamida {9) se basan en el desarrollo de métodos que permiten un alto
grado de reproducibilidad en el tamafio del poro del gel, el desarrollo de
teorias fisicoquimicas sobre el movimiento de biopolimeros a traveés del
gel y el desarrollo de una teorfa exacta para €l disefio de sistemas dis-
continuos de electrolitos en un intervalo amplio de pH y temperatura.
Estos avances y su aplicacifn al desarrollo de la electroforésis prepara
tiva permiten formular una estrategia general aplicable tantc a la sepa-
racién, resolucidn y caracterizagién fisicoquimica, como al aislamiento

¥ purificacidn de proteinaSJY de_ptra$ macromoléculas.
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4 «273.b. THORIA DE FLECTROFORESIS EN ELECTROLITOS DISCONTINI:TOS.

" El andlisis de un sistema discontinuc de electrolitos para
electroforésis se basa en la aplicacidn y generalizacidn de la teoria
de frontera mdvil para electrolitos {10). La frontera y los tres com-
ponentes que la definen {componentes 1, 2 y 6) copstituyen una unidad
electroforética la cual no se altera por difusidn bajo ciertas condi-
clones. El desarrolleo de la teoria de electroforésis en electrolitos
discontinuos {11 ) comprende un andlisis fisicoquimico de diferentes
combinacicnes de electrolitos, las cuales se resumen en seis unidades

electrofor@ticas basicas.

UNIDADES ELECTROFORETICAS BASICAS

Componente 1 EDM EDM EDM EDD 10N EDM
2 ION EDM EDD ION 0N EDM
6 EDM EDM EDM EDM EDM ION

EDM Electrolito débil monovalente
EDD Electrolito débil divalente

ION Ion univalente o multivalente

El andlsis permite especificar completamente cada fase en
términos de las-concentraciones molares de los componentes (Ei), la
relacidn (8) de concentraciones entre el componente 6 y los componen
tes 1 & 2, segiin la fase de que se trate, el pH, la fraceidn (¢} de
cada componente en su forma ionizada, la conductancia especifica (k)

" expresada en mhos cm_1, la conductancia relativa (o) expresada en C

cmj, la fuerza idnica (%/2) y la capacidad tampdn {(BV).

La teoria se basa en la definicidn de tres variables rela-
clonadas con la frontera mévil y el equilibrio que se establece a tra
vés de ella: el desplazamiento de la frontera mdévil (v} expresado en
cm3 C-1, la relacidn entre la concentracidn del componente 1 en una
fase y el componente 2 en la otra fase (i) y la funcidn de regulacién

de regulacidn o la ecuacidn de frontera mévil para el componente 6.
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El cdlculo de estos pardmetros es consecuencia directa de la condicidn
de electroneutralidad, de los equilibrios entre dcidos y bases y de la

conservacidn de masa durante el proceso de transporte.

La formulacidn de la teoria es valida ya'sea que las fronte
ras moviles migren hacia el &nodo o hacia el cdtodo. El signo (+) iden
tifica a los componentes que son cationes o bases e involucra migra-
cidn hacia el cdtodo. El signo (~) identifica a los componentes anid-

nicos y a los acidos e indica migracidn hacia el idnodo.
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PARTE EXPERIMENTAL

$.1. ESTUDID PRELIMINAR DEL AISLAMIENIO DEL PEPTIDO "A"
DE LA INSULINA HUMBANA, . -

La primera etapa de este trabajo consistid en obtener una
solucidn enriquecida en proteina hibrida a partir del lisado de bacte
rias de una cepa hiperproductora de la proteina para someterse a tra-
tamiento con bromuro de ciandgeno reproduciendo un procedimiento re-
portado (5 ) en un trabajo en el que se demostrd la presencia de los
péptidos "A" y "B" de la insulina humana en cepas bacterianas simila-
res a las disponibles. En el trabajo mencionado se demuestra la pre-
sencia del péptido "A" en la mezecla de los fragmentos de bromuro de
cianbgenc de la proteina hibrida "A" parcialmente enriquecida, por

radioinmuncactividad de insulina producida por asociacién quimica.

Fl procedimiento seguido para obtener una porcién enrigque-
cida en la proteina hibrida estd descrito en el anexco Ia. Estd basado
en la solubilizacidén parcial, en un medio desnaturalizante para prote
fnas, de la porcidn insoluble que resulta del rompimiento mecinico de

las bacterias en una solucidn de lisis.

La abundancia de 1la proteina hibrida en las porciones obte-
nidas en las etapas intermedias a la cobtencidn de la solucidn enrique
cida se estudid cualitativamente por medio de un procedimiento comun-
mente empleado que consiste en separar a las proteinas de acuerdo a su
talla molecular, en forma de zonas aisladas cuyas dimensiones son pro-
porcionales a las abundancias de los componentes correspondientes, En
la figura 4 se ilustran las abundancias relativas de las proteinas de

E. coli en las soluciones de lisis y désnaturalizante.

La porcidn enriquecida en proteina hibrida obtenida se tratd
con bromuro de cianﬁgeno'y posteriormente se sometid a sulfitdlisis

oxidativg-siguiendo el procedimiento descrito en el anexo Ib.
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Figura 4. Mbundancia relativa de las proteinas bacterianas en diversas etapas de la purificacién.
4a. Carriles 1, 2, 3 y 4: Protelnas de peso molecular conocido: lisosima de clara de hueve (14 300 d},
ovoalbiimina (45 000 d), albiimina de suero de bovino (66 000 d) y beta-galactosidasa de E. cold (120
000 d), 5: Proteinas totales en el sonicado, 6: Proteinas solubles en la solucidn de lisis, 7: Prote
inas insolubles en la solucidn de lisis. .
db. 1: Protefnas solubles en la solucidn desnaturalizante, 2, 3: Proteinas de la porcién enriquecida

*  en protefna hibrida, 4, 5: Protefna hibrida purificada por electroforésis.
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Los primeros intentos de deteccidn y aislamiento del p&ptido
"A" de la insulina se basaron enel producto de cianogendlisis de la

porcidn enriguecida en proteina hibrida "A".

El desarxollo de métodos fisicoquimiceos para detectar la pre-
sencia del péptido “A" de la insulina humana, liberado de la proteina
hibrida sin alteraciones estructurales concierne al estudio de las
reacciones de cianogendlisis y sulfitdlisis oxidativa para liberar y
proteger reversiblemente uno de los fragmentos peptidicos de una pro-
teina producida por la expresidn de un gene sintético, y sobre todo, a
la obtencién y aprovechamiento de la informacifn necesaria para conse-

guir su aislamiento y purificacidn.

lLa expleracifén de los componentes producidos por cianogend-
1sis y sulfitdlisis oxidativa de una porcidn enriquecida en proteina
hibrida por permeacidn en gel, electroforésis en gel de poliacrilamida
e intercambio ifnico, permitid formular las conclusiones siguientes:

1) La distribucidn de los pesos moleculares de los componen-
tes es muy amplia y no permite concluir acerca de la eficiencia de cia
nogen8lisis, ya que indudablemente incluye fragmentos producidos por la
ruptura de otras proteinas de composicidn desconocida. Esto anula la
posibilidad de comprobar si se estdn produciendo los fragmentos espera
dos para la proteina hibrida y es razonable esperar la presencia del
péptido "A" liberado.

2) El producto esti constituido por un gran nidmera (indeter-
minado)} de componentes, de los cuales el péptido "A" de la insulina re
presenta probablemente menos del 1% de la masa total de proteinas, por
lo que se puede esperar que para su andlisis se reguiera de métodos de
separacidn de gran eficiencia asi como de métodos de deteccidn de una

gran sensibilidad.

Con el fin de mejorar las posibilidades de deteccidn del pép
tido "A" de la insulina humana, se intentd la purificacidn de la prote
ina hibrida. Primeramente se determind el limite de mayor enriquecimien

to en solucidn. Se observd el reparto de la proteina hibrida entre las



32

porciones soluble e insoluble, en distintos medios solubilizantes. Los
resultados obtenidos permiten concluir lo siguiente:

1} La solubilizacidn de las proteinas de esta cepa de E. coli
én solucién.acuosa de c¢lorure de quanidinio 6M no es selectiva.
| 2) La solubilidad de todas las proteinas en la solucidn de
lisis aumenta al aumetar el pH, en el intervalo de 5.6 a 9.6, A partir
de pH 9 la solubilidad de la proteina hibrida deja de ser despreciable.
la mayor parte de las proteinas insolubles en la soludidén de lisis se
solubilizan en solucidn de carbonato de sodio 0,05M. En particular, la
proteina hibrida se solubiliza casi totalmente si se mantiene la concen-
tracidn de 2-mercaptoetanol al 1% v/ en solucidn.

3) Es posible solubilizar las proteinas insolubles en la solu-
¢idon de lisis, en soluciones acuosas de urea 4 a 8M, aunque en menores
concentraciones que en soluciones de clorurc de guanidinio 4 a 8M.

4) Al disminuir la concentracién de clorurc de guanidinio por
debajo de 4M se observa que disminuye la concentracidn (a saturacidn) de
las proteinas solubilizadas, Para concentraciones entre 2.5 y 1.0M de
cloruro de guanidinio la solubilizacidn parece ser selectiva hacia la
mayoria de las proteinas, en tanto que se observan mayores proporciones
del hibrido en la porcidn insoluble.

5) si se repiten varias veres la eliminacifn de las protefnas
solubles en la solucidn de lisis y la recuperacidn del material soluble
en la solucién de cloruro de guanidinio 6M, a partir de la seguanda lixi
viacién cuyc rendimiento es menor que el de la primera, las lixiviaciones
posteriores son indeseables. La validez de esta conclusidn estd condicio-
nada a la ruptura completa de las bacterias y al empleo de volimenes apro

plados de las soluciones.

Esta informacidn se aprovechd para preparar una solucidn en-
riquecida hasta aproximadamente un 60% de la proteina hibrida con respec
to a la masa total de proteinas por el procedimiento descritc en el
anexo Ic. La determinacidn del porcentaje de proteina hibrida respecto
al total de proteinas bacterianas se basd en medidas de absorbancia {den

sitometria) de la banda correspondiente a la proteina hibrida separada
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del resto de las proteinas por electorfor8sis en gel de poliacrilamida

y tefiida con un colorante para proteinas (azul de Coomassie BB R-250).
Para obtene; una curva esténdar se incluyeron en el mismo gel tres o cua
tro alfcuotas de una solucidn estindar de beta-galactosidasa de E. coli.
El contenido de proteinas (mg/ml) tanto de la solucidn estdndar de beta-
galactosidasa, como la de las muestras de proteinas bacterianas, se de-
termind por el método de Lowry (14) con respecte a una solucidn estlndar
(preparada por pesada) de albimina de suero de bovino, grado radioinmung

andlisis,



S.2. PURIFICACION DE LA PROTEINA HIBRIDA.
- ]

Considerando la gran resolucidn obtenida en la separacidn
analftica de las proteinas de E.coli por electroforésis en gel de poli
acrilamida en presencia del detergente idnico dodecil sulfato de sodio
(DSs}, con los electrolitos glicinato, cloruro, tris(hidroximetil)-ami
nometano {tris)} (13}, se estudid la posibilidad d; aplicar esta té&cnica
para la purificacidn de la proteina hihrida a escala de miligrames. A
continuacidn se muestran los resultados del anilisis del sistema de
electrolitos mencionado, de acuerdo con la teoria de electroforésis en
sistemas de electorlitos discontinuos {11) y la composicidn de los eleg
trolites ALFA, BETA, GAMA, DELTA y EPSILON, asi como de las fases cre-
adas al paso de la frontera mdvil, para el susbsistema de limites de
empacamiento y desempacamiento RM (1,ZETA)= 0.12% v RM (1,PI)= 0.265

respectivamente.

La eleccidn de ese valor relativamente elevado de limite in-
ferior de empacamiento se basd en la observacidn (15) de que las movi-
lidades de los complejos proteina-DSS son mayores gue las mevilidades
‘de las proteinas solas, ya que generalmente las primeras poseen densi-
dades de carga mayores que las segundas a causa del DSS enlazado a la
proteina, en condiciones de saturacidn. Experimentalmente se comprobd
el empacamiento de las proteinas de la solucidn enriquecida en protel
na hibrida, saturadas con DSS, en un gel de 3% T, 3% C, alin para RM (1,
PI)= 0,225. A pesar de que el limite de desempacamiento es relativamen
te bajo, resulta adecuado para la xesolucidn de la proteina hibrida de
su componente mis préximo en un gel de 4% T, 3% C, y suficiente para
que la separacion ocurra a velocidad razonable en condiciones en que

la generacidn de calor resulta despreciable,

las caracteristicas del sistema'calc@ladas difieren de las
reportadas por Laemmli (13) y permiten disminufr el calentamiento de~
bido al pasoc de corriente, aumentar la velocidéd de la separacién y
economizar glicina. En estas condiciones 5e'determinaron las caracte~
risticas de concentracidn de acrilamida 8ptima y de trayectorias de

concentracidn y de separﬁqi§n requeridas para conseguir la separacidn.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS
GLICINATO, CLORURO, TRIS-AMONIO.

Compenente , 1 Clicina pK, = 9,74 Ty - 0,72

2,3 Cloruro Ty - 1,55

6 Tris pK6 = 8.07 Te™ * 0.50
' RM(1,P1) - o pHY  RM(1,2ETA) pH* 6* pHf
9.4 0.226 7.0306 8.74 0.100 B.95 1.1867 7.23
9,5 0.263 '10.1977 8.93 0.120 9.04 1.7258 .82 -
9,6 0.311 15,7945 9,13 0,140 9.12 2.3898 8.10

COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS

Concentraciones Molares

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA  DELTA EPSILON

Componente 1 0.0600 0,0600 0.02738
2 0.07688 0,03186
3 0.03507 0.00082 .0.0S0
(0.04082)
6 0,0600 0.103550 0.13791 0.27521 0.28684 0,00918 0.100
© 7 (0.22400) (0. 23296)
l"/z 0.01 0,01
p 8.9 9.04 7.82 9,50 8.3 0,04 8.07
‘ (9.40) (8.74)
RM 1 0.120 0,263

(0.226)



Se considerd como dptima la concentracidn de acrilamida que
produjo la mixima separacidn entre la proteina hibrida (120 000 dal.)

y el componente mds prdximo (90 000 daltons).

En la figura 5 se muestran las curvas de selectividad para
geles de diversas concentraciones de acrilamida, para un valor constan
te de entrecruzamiento de 3% C. Entre ellas la correspondiente a 4% T
permitid la separacidn de la proteina hibrida de aquellos componentes
de peso molecular inferior a 70 000, los cuales forman un paquete que

migra junto con el frente.

La separacidn deseada se consigid en un gel concentrador de
3% T, 33 C, de 2 cm de longitud y un gel separador de 4.5% T, 3% C, de
3 em de longitud con muestras de 3 mg de proteinas por cm2 de seccidn
transversal del gel. En todos los casos se aplicaron muestras se solu-
eibn enriquecida en proteina hibrida en concentraciones de 2 a 5 mg de
proteinas por ml de solucidn desnaturalizante para electrofordsis en
presencia de DSS. La concentraci®n de proteinas de la muestra puede ser
tan baja como 0.1 mg/Ml y adn conseguir la misma separacidn siempre que
la longitud del gel concentrador sea mayor que el voliimen de muestra
entre la seccidn transversal del gel. Fn un experimento simplificado
en el que solo se polimerizé el gel separador y la muestra se aplicé
disuelta en una solucidén desnaturalizante de la misma composicién de
electrolitss que el gel concentrador, a una concentracidn de 4 mg/ml
de prote inas, se obtuve una separacidn igual a las anteriored en uﬁ

tiempo sustancialmente menor.

En la figura 6 se muestra la separacidn obtenida entre la
proteina hibrida y los dos componentes mds préximos en un gel de 5 mm
de grueso, 2 cm de longitud de gel concentrador y B cm de longitud de
gel separador, en el ﬁue.ée aplicd una muestra de 6 ml. de solucidn

enriquecida en protéina hibrida con 24 mg de proteinas.

&T
L)

(g de acrilaﬁéd&ifﬁq:ﬁé}bis-acrilamida / 100 ml) x 100,
(g de bis-acﬁilaﬁidajf g de acrilamida + g de bis-acril.) x 100.
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Figura 5. Curvas de selectividad. Posicién de los componentes separados por
electroforésis en gel de poliacrilamida en presencia de DSS, referida al
frente de migracidn, en funcidn de sy peso molecular, correspondientes al
sistema de electrolitos glicinato, ¢loruro, tris, de RM (1.PI} = 0.226,
para distintas concentraciones de mondmercs (%T). Para todas las curvas

&C = 3%.
ey et . et s am ome vamt . e e s e pa
WATT R TR Ty L N TR AT YL BRSSO INT
.O:.c--. Ta et U R AN G
¥ . .
. ‘. . - . .
.- , . . .
o '
- - .
. . .
. N
- R - L] L .'- L] (-}
.
.
* * M .
.
. L]
. *
-
;-
: -« * . .ﬁ‘ .
.
i . . . R . :
k
H o

=
Q
e, .. s -*M-_
.

. - el ...’.'m;;‘-‘..,;-:_;.-..;-._;;.;,,;.;.a" o e Stovas ,_._}
Figura 6. Resultado de la separacion de una: porcion enriquecida en proteina
hibrida por electroforésis en gel de pollacrilamlda de-5% T, 3% C, en las con-

diciones escogidas para las aplicaciones.: preparativas. La banda sehalada con
asterigcos es la correspondiente a la proteina hibrida.
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Se intentd recuperar a la proteina hibrida del gel de poli-
acrilamida después de la separacidn por lixiviacifn con diversas solu
ciones (cloruro de guanidinio €M, &cido férmico 0.1M.y DSS al 1% pAv.)
En ninglin caso se logrd recuperar un porcentaje importante de la can-
tidad total esperada de protefna hibrida. La proporcidn recuperada se
determind por electroforésis analitica en gel de poliacrilamida de 9%
T, de las muestras producidas por lixiviacidn comparadas con la mues-

tra procesada por electroforésis preparativa.

También se intentd recuperar a la proteina hibrida del gel
preparativo por un procedimiento {16) gue consiste en aplicar la zona
del gel donde se localiza la proteina de interds, previamante macera-
da, en el extremo catddico de una celda de electroforésis limitada
por membranas de diflisis en un electrolito bdsico y provocar la mi-
gracién de los componentes por electroforésis fuera del gel hacia el
extremo catSdico. En el experimento se utilizé un electrolito de la
nisma composicidn queel electrolito PI, con DSS al 0.075% p/v. Al ana
lizar el contenido de los extremos de la cémara pbr electroforésis a-
nilitlca se concluyd que el procedimiento de fijacidn y tincién para
localizar la zona del gel que contiene a la proteina hibrida aislada

afecta irreversiblemente su solubllizacifén posterior.

La mejor recuperacidn se consiguid por migracidn de la pro-
teina hibrida en el mismo frente electrqforético ZETA-BETA del siste-
ma preparativo, en un gel de poliacrilamida hasta una cdmara compren-
dida entre el gel y una membrana de difsisis. La zona del gel donde se
localizé a la protefna hibrida se equilibrd con agua destilada y se he
mogeneizd en un vollmen igual (al del gel} de solucidn desnaturalizan-
te para eléctrofdrééis;'El'homogeneizado se introdujo en un tubo de vi
drio de 2.0 cm2 de secclon transversal cerrado en su extremo inferior
por una membrana de dxalisis Spectrapor/3 El tubo se colocd entre el
electrolito ALFA (abajo y‘arriba) para realizar la electroforésis ha-
cia el éncd ‘
la mayor‘barte el colorénte (Coomassie BB R-250} abandond la cdmara.

a. electroferesis se interrumpid una vez que

'Se retiro la membrana de d1a1515 del extremo superior del tubo y se

recupero el contenido de la camara con un pipeta Pasteur. En la fiqura

7 se muestra un esquema del equipo utilizado,
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Figura 7. Esquema de la celda de electroforésis utilizada para
recuperar a la proteina hibrida de un gel de peoliacrilamida por
electroforésis hasta una camara de elucifn. Previamente la pro-
teina hibrida se separa del resto de proteinas bacterianas por
electroforésis preparativa en gel de poliacrilamida. El gel
homogeneizado se obtiene macerando las zonas de dos geles prepa
rativos donde se localiza a la protefina hibrida como se ilustra
en la figura 6. Sobre el gel homogeneizado se deposita la misma
solucidn que se utiliza para formar el gel concentrador para la

electroforésis preparativa.
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El problema de la recuperacidn incompleta de la proteina
hibrida purificada por electroforé@sis se resolvid permitiendo la mi-
gracidn de los componentes resultos, fuera del gél separador hacia un
compartimento o cémara de elucidn provista de un dispositivo para re-
cuperar cuantitativamente a los componentes "electroeluidos" del gel.

En el anexo II se describe el aparato utilizade para la pu-
rificacidn de la proteina hibrida y se discuten los aspectos tefricos

y metodoldgicos considerados para su disefio.

En la figura B se muestra un perfil de elucidn obtenido por
electroforésis preparativa de una muestra de solucidn enriquecida en
proteina hibrida, de 10 mg. Los resultados de electroforésis analiti-
ca y de comparacidn de medidas de absorbancia a 280 nm, indican que
mis del 90% de la cantidad de la proteina hibrida en la muestra se re
cuperd en seis fracciones colectadas durante 12 minutos, alrededor de
las c¢inco horas de iniciado el experimento. Runque no se determind el
nivel de contaminacidn de la porcidn purificada se estima que es in-
ferior al 5%, lo que corresponderia al limite de deteccidn promedio
de proteina por tincién con Ccomassie BB R-250 (0.1 ug) con respecto a

la cantidad de proteina hibrida en la muestra (2.0 ug}.

Aprovechando el poder de solubilizacidn de la solucidn des-
naturalizante para electroforésis en presencia de DSS, se estudid la
posibilidad de efectvar la separacidn por permeacidn en gel en presen
cia de DSS, como un punto de comparacifn para evaluar los resultados .

obtenidos en la purificacién por electroforésis.

La concentracién de DSS monom&rice en solucidn determina su
poder de solubilizacidn de las proteinas y depende de la fuerza idni-
ca cuando la concentracidn total de DSS es mayor a la concentracién
micelar critica a la temperatura de trabajb. Seqiin datos publicados
{17) la concentracidn mixima de DSS libfé a 25° C es aproximadamente

0.1% p/v, siempre que la fuerza iﬁniCa sea inferior a 0.025.
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Figura 8. Perfil de elucidn‘obtenido en la separacién por electrofor@sis
preparativa en gel de poliacrilamida. El equipo y las condicicnes en que
se realizd la separacifn se describen en el anexo II. La separacidn ocu-
rrid en una trayectoria de 5 cm de gel separador de 4.5% T, 3% C, con
un gel concentrador de 3% T, 3% C, de 3 cm de longitud. La muestra apli-
cada consistid en 10 mg de protefnas de la porcidn enriquecida en la pro
tefna hibrida, en 5 ml de solucidn desnaturalizante para electroforésis
en presencia de DSS. El segmento en el electroforegrama indica la posi-

cifén de elucidn de la proteina hibrida.
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la concentracidn mixima de proteinas de la porcién enrique-
cida en hibrido en solucidn desnaturalizante para electroforésis en
presencia de DS5 fué de 7 mg/ml. Se prepararcn soluciones de 2 y de 5
mg/ml y se dializaron tresalicuotas de cada una contra soluciones de
Dss al 0.1%, 0.2% y 0.5% p/v, amortiquadas c pH 9.2 con borax 10 mM,
a 20 - 25° C. Las observaciones de aparicién de precipitado permitie
ron escoger la composicidn del eluyente compatible con la muestra so-

lubilizada en solucidn desnaturalizante.

La separacidn por permeacifn en gel se estudid en una colum
na de 12 mm de didmetro empacada con un lecho de 105 cm de altura, de
Sepharosa 4 B en solucidn acuosa de DsS 0.25% p/v tamponada a pHE 9.2
con horax 10 mM. La resolucién obtenida para flujos de eluyente de
2.5 a 4.5 ml/hr es apropiada. los perfiles de elucién de 1la figura 9
indican que la calidad dela separacidn de una muestra de 10 mg en 2
ml es casi tan buena como la obtenida para otra de 2 mg en 0.4 ml. La
posicidn del pico de elucifn de la proteIna hibrida permite la aplica
cidn de muestras sucesivas de tal forma que se haga coincidir la elu-
cién de los componentes totalmente incluidos de una muestra con la
elucidn de los componentes totalmente excluidos de la muestra poste-’

rior, como se muestra en la figura 10,

En la tabla I se comparan las caracteristicas de ambos méto
dos de separacidén. La cantidad de proteina hibrida en las fracciones

del efluente de la columna se aestimd por el procedimiento siguiente:

De las fracciones colectadas se tomaron alicuotas para elec-
troforésis analitica en gel de poliacrilamida. La concentracidn de pro
teinas en las alicuotas se determind por el método de Lowry (14). El
contenido de proteina hibrida, el cual se relaciond con el total de
proteinas, se estim® comparande las bandas correspondientes con estan-—
dares de beta-galactosidasa incluidos en el mismo gel. El porcentaje
de proteina hibrida en cada fraccién se estimd como la relacién entre
la cantidad aproximada de prdteina hibrida en cada fraceidn y la suma

del contenido de todas las fracciones.
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Figura 9. Perfil de elucidn de las proteinas de la porcidn enriquecida

en proteina hibrida por permeacidn en gel en una columna de Sepharosa 4B
de 1.2 % 110 cm. La linea continua corresponde a una muestra de 2 mg de
proteinas en 0.4 ml, la linea discontinua corresponde a 10 mg de proteinas

en un volimen de 5 ml.

A 280

\

.24 e i e 4B Tiermpo de elusidn
S : (hrs)

\
s = = ae . -

-

Figura 10. Perfil de elucién de dos muestras de porcidn enriquecida en
proteina hibrida de 10 mg en 5 ml, aplicadas en forma sucesiva.
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Tabla I, Comparacidn entre las alternativas de purificacién

de la proteina hibrida probadas.

PERMEACION EN GEL ELECTROFORESIS

Aparato Columna de vidrio. Tubo de vidrio con

enfriamiento de agqua.
Dimensiones 1.2 x 110 cm. 2.0 x 10 cm.
'-I.

Material de 120 ml de Sepharosa 4B. 10 ml de solucién de

empaque acrilamida al 4.5% p/v.

Tiempo de separacidn 24 h, © 6 h.

Capacidad de muestra 10 mg. : 10 mg,

Selectividad ‘ Re= 2/3 gptima (ajustable).

Resolucidn 2 5.

Pureza del producto < 60% 75% B80% >90% > 954,

Recuperacidn 100% BO% 60% 40% > 80%.

Dilucifin de la muestra 1:50 1:100.

Gasto de reactives por 40 mg de borax 315 mg de Tris

mg. de muestra procesada 40 mg de PSS 207 mg de glicina.

Comentarios Material de empaque Material de empaque
reusable un niimero in . no reutilizable,
definido de veces. Gasto de energia

eléctrica (0.2 W h/

: mg de muestra).
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5.,3. RESOLUCION DE LOS PEPTIDQOS DE CIANOGENOLISIS DE LA
PROTEINA HIBRIDA "A".

Es posible purificar cada uno de los fragmentos de cianoge-
ndlisis de la beta-galactosidasa de E. coli A 324-5 por cromatografia
en columna utilizando una combinacidn de diverso§ sistemas. Los proce
dimientos reportadeos (1) permitieron aislar a los péptidos producidos
por clanogendlisis de la proteina purificada y carboximetilada, con el

fin de determinar su secuencia de aminodcidos.

El aislamiento del péptido "A" de la insulina no requiere
de 1a resolucién del resto de péptidos de bromuro de ciandgeno de la
proteina hibrida, Sin embargo, se decidid estudiar la eficiencia de
cianogendlisis y sulfitdlisis oxidativa de esta proteina en t&rminos
de la talla molecular y de la éarga neta de los fragmentos obtenidos,

con referencia a los péptidos esperados.

Primeramente se considerd la aplicacidn de la electroforésis
en gel de poliacrilamida para la resolucién de los péptidos de cianoge
ndlisis de la beta-galactosidasa. El tamafic de muestra requerido (20 a
50 ul) permitiria realizar un nimero de experimentos suficiente para
probar varios sistemas con un miximo de 1 mg de la proteina, a condi-
cidén de que se¢ dispusiera de métodos de deteccidén aplicables a todos
los componentes, con una sensibilidad adecuada a sus concentraciones,
determinadas por la capacidad de muestra y el peder de resolucién del

método de separacidn.

En la tabla II se resumen algunos ejemplos de procedimientos
reportados en la literatura (* citas en la misma tabla), para la rup-

tura de algunas proteinas con bromuro de cianégeno.

En una serie de experimentos de solubilidad de la proteina

hibrida se observaron las siguientes caracteristicas:



rrozn Fanoreition
PESO MOLECULAR 13 700 4
MOLES DE METIONINA/ 4

MOLES DE PROTEINA

MEDIO DE REACCION HCL 0.1N
mg DE CNBr/ mg DE 0.9
PROTEINA

MOLES DE CNBr/ 30

MOLES DE METIONINA

TIEMPO, TEMPERATURA 24 h, ambiente
J. Blol. cChem.
(1962), 237,
1856,

CITA BIBLIOGRAFICA

Beta-
galactosidaga

130 000 4

24

HCOOH 70% v/v

S mg/ ml

1.0

50

16- 20 h, amb.

J. Biol. Chem,
{(1965), 240,
2478.

gama~-G Inmuno-~
globulina humana

154 000 4

18

HCOOH 70% w/v

50 mg/ ml

1.5

4 h, ambiente

Biochemistry

(1968), 7, 1959,

Termolisina

37 000 4

CFacOOH 75% v/v

12.5 mg/ml

2.0

15-20 h' ﬂmb.

Blochemistry:
{1972y, 11,
2427,

Tabla 2. Condiciones de cianogen8lisis reportadas para algunas protefnas.

beta-
galactosidasa

130 000 4

24

HCOOH 70% v/v

2.0

18 h, ambiente

J. Biol. Chem.
(1978), 253,
5499,

2} 4
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1) En soluciones de clorurc de guanidinio entre 4 y 6M, tam
ponadas con Tris 0.1M a pH 9.0, es soluble la proteina hibrida a una
concentracidn de 10 mg/ml a 20° ¢. 1a proteina permanece soluble al
disminuir el pH a 1.0 por adicidn de HCl 1N en cloruro de guanidinio
4M, lo mismo que al disminuir la temperatura a s° c.

2) En solucidn acuosa de acido férmico al 70% v/v es soluble
la proteina hibrida hasta una concentracidn entre 8 y 9 mg/ml a 20° ¢
y de aproximadamente 6 mg/ml a 10° c.

3) En solucién acuosa de dcido trifluorcacético al 75% v/v
la golubilidad de la proteina hibrida es de aproximadamente 5 mg/ml,

entre 10 y 20° c.

Considerando estas observaclones, se trataron tres muestras
(1 mg)} de beta-galactosidasa (E.C. 2.2,1.23) de Sigma (No. G-5635) en

las condiciones que se indican a continuacidn:

(a) (b) (c)

Clorurc de Acido férmico Acido tri-
MEDIO DE RERCCION guanidinio 4M 70% v /3 £1norcacetico

pH 1.0 con HCl. ) 75% v/v.
Concentracidn
de protefna 8 mg/ml 5 mg/ml 4 mg/ml
mg de CNBr por 1.2 1.2 1.2
mg de proteina

o] . (o] o

Tiempo, temp. 24 h, 5 ¢ 16 h, 20" ¢ 48 h, 10 C

Todas las reacciones.s§3liévaron a cabo en la oscuridad. Al
transcurrir el tiempo indicado se diluyé la mezcla de reaccifn con a-

gua helada, se congeld y se liofilizs.

Primeramente se estudid la ruptura de la proteina hibrida
con base en el tamafioc de los péptidos producidos, por electroforésis

en gel de poliacrilamida en presencia de DSS,
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Se comprobd que la combinacidn de electrolitos glicinate,
cioruro, Tris-amonio, no permite resolver péptidos en el intervalo
de la talla molecular de los fragmentos de cianogendlisis de la beta-
galactosidasa (15 000 a 1 000 daltons) en geles de concentraciones mo
deradas de acrilamida (menores a 20% T}). La separacidén de los pépti-
dos se consiguid aumentando la movilidad del frente electroforético
al aumentar la ionizacidn de la glicina. Para ello fué necesario sus-
tituir al Tris por el 2-amino-2-metil-1,3-propancdiol (Amediocl), un
compuesto muy similar pero de mayor pKa que el Tris. A continuacidn
se muestran las caracteristicas del sistema de electrolitos glicinato,
cloruro, Amediol. En las condiciones de operacidn elegidas (RM (1,PI)=
0.32) es posible resolver péptidos entre 60 000 y 1 000 daltons en un
gel de 15% T, 5% C, en presencia de DSS.

La resolucién de los péptides de cianogendlisis de la beta-
galactosidasa se vid afectada de manera adversa en todos los casos
por un fondo continuo de material que tifie como proteina, debido posi
blemente al problema de la interconversidn entre las formas homocis-
tefina y lactona de los péptidos. Este inconveniente es menos grave si
se trata la muestra aproximadamente una hora con amoniaco o etilendia
mina 0.01M con agitacién constante, antes del tratamiento con DSS y
2-mercaptoetanol. La resolucidn de las bandas separadas se mejora no-
tablemente incorporando urea en el gel A concentracicnes de 4 a 8M, y
para valores de fuerza idnica en el electrolito en el que ocurre la
separacidn entre 0,025 y 0.05. Las mejores separacicnes se lograron a
dicionando DSS en el electrolito BETA a la misma concentracidn que en

el electrolito ALFA (0.1% p/v).

Los perfiles de separacidn no permitieron concluir definiti
vamente sobre la eficiencia de clanogenélisis en las condiciones pro-
badas perg indican que el resultado obtenido con cloruro de gquanidinio
fué comparable al obtenido con .&cido férmico, en ambos casos los frag
mentos mds abundantes son del tamafio esparado, mientras que la ruptura
con Acido trifluoroac@tico produjo varios fragmentos de mayor tamafio.
Entre los medios de reaccidén probados se escogid al dcido férmico por
su poder de solubilizacifn y la posibilidad de eliminacidn y recupera

cidn por evaporacidn para ser reutilizado.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS
GLICINATO, CLORURO, AMEDIOL.

Componenfe 1 Glicina pKl- 9.74 ry- -0.72

2,3 Cloruro r,* -1,55

6 Ancdiol pKg= 8.83 rg= +0.50
RM(1,PI) PH o' pH'  RM(1,ZETA) - et pf
0,300 9,59 2,B358 8.99 0.200 9.32 11,1462 7.89
0.320 9.64 3.3345 9,09 0.220 5.38 11,3984 8.32
0.340 9.74 4.5642 9.27 0.240 9.44 11,6881 B8.56 .
0.400 9.84 6.2002 9.44

COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS

" Concentraciones Molares

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA EPSILON
Componente 1 0,0360 0.0360 0,0225
) (0.0180)
4 0.,04612
3 0.02883 0.01
(0.02306)
6 0.04126 0.04126 0.05142 0.07503 0.08136 0.02
{0.11160)(0.11666)
T2 0.01 0.01 0,01 0.01
pHl 9,32 9.32 7.89 9.64 9.09 8.83
(9.84) (9.44)
RM1 0,200  0.320

(0.400} -



5.4 . DETECCION Y CARACTERIZACION DEL PEPTIDO "A" DE Lﬁ_
INSULINA HUMANA.

‘Por razones de estabilidad quimica conviene basar los tra-
bajos de purificacidn del péptido "A" de la insulina, en su forma de
tetra S-sulfonato. Este pdptido, cuya talla molecular es relativamente
pequefia posee una gran movilidad electroforética hacia el dnodo ya que
permanece como polianidn alin en medio &cido, por lo gue en principio
puede conséguirse su separacidn selectiva del resto de péptidos de cia
nogendlisis en condiciones en las que la mayoria de los péptidos poseen
carga positiva. Esta situacidn favorece considerablemente la capacidad
de la separacidn, la cual aumenta en relacidn inversa a la proporeidn

de componentes anidnicos de la muestra.

Suponiendo que la deteccidn de cantidades del orden de 1 pg
del tetra S-sulfonato del péptide "A", por tincidn con un colorante
anidnico, permitiria garantizar la deteccidn del resto de los pépti-
dos; se estudid la tincidn de los electroforegramas con seluciones ca

paces de fijar y tefiir simultdneamente a los péptidos dentro del gel.

Se probaron algunas combinaciones entre dcido tricloroacét&
co (ATC) , dcido sulfosalicilico (ASC}, metanol e isopropancl., Utili-
zando Cocmassie BB G-250 {3 R-250) con ATC y ASC en una mezcla agua-
isopropanol se consiguid una sensibilidad comparable a la obtenida pa
ra proteinas = , aunque las bandas correspondientes a los péptidos
de menos de 10 000 daltons resultan muy difusas, aparentemente debido
a una fijacidn ineficiente, Se comprobd que tanto la sensibilidad de '
revelado como la eficiencia de fijacidén de los péptidos peguefios y/o
&cidos se mejora notablemente al incluir pequefias cantidades de sales
de Hg(II), Cu({II) y Ag(I), y en ciertos casos, de Bi(III) y Al(III) en

la solucidn para tefiir.

Utilizando una. solucion saturada de Coomassie G-250 en &cido
sulfiirico y neutralizada con hidréxido de potasio, a la que posterior~

mente se adiciona ATC (18) se observé que al aumentar el contenido de
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ATC hasta el 50% p/v, se mejora la fijécién de los péptidos en el gel.
Aparentemente, debide al aumento en el contenido de ATC, disminuye la
solubilidad del colorante en la solucifn, y por ello la sensibilidad
de la tincidn. Este inconveniente se resolvid adicionando dcido acéti
co glacial hasra una concentracién de 10% v/v. Con esta solucidn fud
posible observar péptidos que no revelaban en otras condiciones ya
que la tincidn ocurre mis rdpidamente que la difusidn de los péptidos
pequeinios hacia afuera del gel (10 a 15 min, a 20° C, en geles de 0,75

mm de grueso. —_

Este procedimiente de tincidn resultd poco sensible para el
péptido "A" tetra S-sulfonado el cual revela a partir de una cantidad
de 20 ug. Se encontrd que al adicionar cloruro mercirico entre 0.1 y
0.5% p/v en la solucidn para tefilr, es posible alecanzar un limite de
deteccidn mejor que 0.5 ug del tetra S-sulfonato del péptido "A" de la
insulina por carril de 0.75 x 8 mm, cuando el ancho de la banda es me-

nor de 2 mm, como puede apreciarse en la figura 11.

Fué posible resolver al tetra S-sulfonato "A" de la insulina
del resto de péptidos de cianogendlisis de la proteina hibrida por e-
electroforésis, con el sistema de electrolitos glicinato, cloruro, Ame
diol (sin DSS), en geles de poliacrilamida.de 12.5£ T, 5%C, 45% p/v de
urea (7.5M) en condiciones en ‘que RM (1 PI)- 0.40, ¥y de 15%T, 3% C,
urea 7.5M para RM {1 PI)- c. 32. _
_ Por otra. parte, el sistema de electrolitos borato, cloruro,
Tris-amonio permitio aislar al tetra S-sulfonato del péptido "A" de
la insulina del resto de peptldos de cianogenolisis de la proteina
hibrida en gele de“poliacrilamida de 15% T, 5% C, urea 7.5M, en con-
diciones de RH'(1 Pi}? 0 38, y ‘de-18% T, 5% C, urea 7.5M, para RM (1,

PI)= 0. 24 A continuacion se muestran los resultados del andlisis de
'este sistema de electrolltos basado en la teoria de electroforésis en
electrolitos discont;nuos.,Una caracteristica particular de este siste
ma de electrolitos es la pefmanencia del péptido "A" en el frente de
migracidén en un gel de poliacrilamida de 1B% T, 5% C, urea &M, aiin pa-



RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS

Componente 1

pH

9.0
9,1
9,2
9.3
9.4
9.5

Componente 1

r/2
pH

RM1

. 52

(0.380)

BCRATO, CLORURO, TRIS-AMONIO,
Borato pKl- 9.20 e -0.,62
2,3 Cloruro r,= -1.55
6 Tris pKG- 8.07 Te™ +0,50
RM(1,P1) e’ pH'  RM(1,ZETA)  pH° o pf
0.240 J.6851 8.36 0.200 8.88 2.3947 B.08
0.274 5.1629 8.55 0.180 8.81 1.8925 7.89
0.310 7.2448 8.73 0.160 B.74 1.4689 7.61
0.346 10,0643 8.89 0.150 8.70 1,2835 7.39
0.380 13.7036 9.04 0.140 8.66 1.1142 6.99
0.413 18.5944 9,18
COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS.
Concentraciones Molares
Fase: - ALTA ZETA BETA Pl GAMA EPSILON
0.0443 0.0443 0.0258
.  (0.0163)
2 ) 0.0605
0.03530 0.01
. (0.02230)
6 0,0486 0.0486 0.0648 0.09508 0.10470 0.02
(0.22337)(0.22971)
0.01 0.01 0.01 0,01
B.66 8.66 6.99 9.00 8.36 8.07
(9.40) (9.04)
0.140 0.240
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ra un limite tebrico de desempacamiento (0.38) superior al del siste
ma glicinato, cloruro, Amediol (0.32}, el cual permite resolver al
péptido en un gel de 15% T, 5% C, urea 6M, en las mismas condiciones
de fuerza idnica, lo cual hace pensar en algiin tipo de interaccién

entre el tetra S-sulfonato del péptido "A" y el idn borato.

Por conveniencia practica se decidid usar un electrolito con
tinuo de Tris y acido bérico para analizar en forma rutinaria las mues
tras de péptidos de cianogendlisis de la proteina hibrida por electro-
forésis en gel de poliacrilamida. Se buscaron las mejores condicienes
de concentracidn de mondmeros, pH, fuerza idnica y concentracidn de u-
rea para investigar la composicidn de las preparaciones enriquecidas

en el péptido "A".

Los métodos desarrollados para la separacidn y la deteccidn
del péptido "A" de la insulina humana, entre los péptidos de cianoge-
ndlisis de la proteina hibrida beta-galactosidas “A" se aplicaron en
el estudio de la eficiencia de la obtencidn del péptido tetra S-sulfo
nado sin alteraciones estructurales, en términos de las condiciones de
ruptura y sulfitdlisis de la proteina hibrida. Se procesaron varias
muestras de proteina hibrida purificada y de porcidn enrigquecida en
proteina hibrida al 50%, a dos secuencias de reaccidn diferentes: a)
cianogendlsis seguida de sulfitdlisis y b) sulfitdlisis seguida de cia
nogendlisis, en condiciones idénticas. Las procedimientos se detallan

en el anexo Id.

Se determind la concentracidn de proteina en las porciones
enriquecidas en proteina hibrida obtenidas y se evaporaron a sequedad
varjias alicuotas equivalentes a 100 ug de proteina para analizarse por
electroforésis en gel de poliacrilamida. El andlisis de los patrones
de separacidn obtenidos indica lo siguiente:

1) Entre los componentes de la muestra se encontrd uno, poco
abundante (representaba entre 1 y 5% del total de péptidos, dependien-
do de la preparacién) cuyos valores de Rf - &T resultaron idénticos a
los de un estdndar del péptido "A" de insulina bovina, tetra S-sulfona

do.
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2) La naturaleza de los péptidos solubles a pH 4, a una fuer

za idnica de 0.01 (porcidn enriquecida en el péptido "A") obtenidos
por sulfitdlisis y cianogendlisis de una porcidn enriquecida en prote-
ina hibrida resultd similar a la de los péptidos qué se produjeron in-
virtiendo el orden de las reacciones, para una misma preparacién de
proteinas.

3) Las diferencias encontradas entre Lna porcidn enriquecida
en el péptido "A" obtenida por sulfitélisis y cianogendlisis de una
porcidn enriquecida en proteina hibrida y otra obtenida a partir de
una preparacidén de la proteina considerablemente pura, fueron minimas.
Esta es una indicacidn cualitativa de gque la calidad de la preparacidn
obtenida a partir de una porcidn enriquecida en proteina hibrida es

tan buena como la obtenida a partir de la proteina pur1f1cada.

R e D TP S AT T

*

¥ —— . R - — —— -

_Figura 11. Placa de electroforesis en gel de pollacrilamxda de 14% T,

5% C, en el sistema de electrolitos glicinato, cloruro, amediol,
Carriles1,2,3.4, 5,6,7 By9 05,10,20 ‘3.0, 4.0, 5.0, 7.5,
10 Y 15’ yg de un estandar del peptido (ASSO ) ‘de’ insulina bovina.

Carril 10: 5 ug de un estandar de insulina bovina purificada.

- C et s ——a— e = ns . S - . il s AR T

1 2 3 4 5 .6 7 8. 9 10.

PR R . Y



55

5.5. AISLAMIENTIO DEL FEPTIDCG "A" DE LA INSULINA HUMANA.

; la separacidn de proteinas por efecto de su carga eléctri
ca es conveniente conseguir la mixima diferencia de carga ya que la seg
paracidn normalmente es maxima cuando las cargas netas. de los compo-
nentes son minimas debido a que las diferencias relativas de carga e-
léctica normalmente aumentan en la regidn cercana al punto isoeléctri-=
co., En el caso extremo en dque el pH de la solucién estd comprendido en
tre los puntos isoeléctricos de los componentes de interés la migracidn
ocurre en sentidos opuestos en un campo eléctico. Sin embargo, en estas
condiciones la disminucidn de la carga eléctrica reduce considerablemen
te la movilidad electroforética; ademis del aumento en la duracidn de
la electroforésis debido a la disminucidn de la movilidad, la mayoria
de las proteinas son menos solubles en electrolitos de pH cercanos a
su punto isoeléctrico, En las separacidnes por electroforésis en elec-
trolitos discontinuos esta limitacidn se acentdia debido a la necesidad
de que los componentes alcancen al menos la movilidad del componente
lento en el electrolite ZETA, y por el hecho de que el pH de este elec
trolito comunmente es una o dos unidades mas prdoximo al punto isoeléc-

trico de los componentes que el pH de el electrolito PI.

En una serie de experimentos de enfoque isceléctrico de mues
tras del péptido "A" de insulina cobtenido por sulfitdlisis oxidativa
de insulina de péncreas de bovino {Sigma No. I-5500), y del mismo pép-
tido reducido por un excesoc de 2-mercaptoetanol, se encontrd que el
punto isoelé&ctrico del tetra S-sulfonato del péptido "A" es menor a 2,
en tanto que el punto isoeléctrico del péptido reducido (tetra SH) es

mayor a 3.

En todos les experlmentos se. uso como catolito una solucidn

de etxlendiamina al;O ﬁ' v/V‘wy 'e ario la naturaleza y el pH del ca-

tes: {a) Ecido sulfﬁﬂ

En el experimento con

df}p’z;f_( pI=-3.2}.
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~extremo anddico del gel, pero a pH 2.0 el péptido abandond el gel ha-
cia el anolito por lo que se deduce que permanece cargado negativamen
te a este pH. Por otra parte, se observd el enfoque del tetra SH con
el anolité de pH 3.2, por lo que se deduce que su punto isoeléctrico
debe ser mayor que este valor.

Los experimentos se hicieron en tubos de vidrio de 4 mm de
dimetro interno, con geles de poliacrilamida de 5% T, 3% C, con urea
84 y 1% p/v de anfolitos de pH 3 a 7 (Ampholine LKB). Se aplicaron
muestras de 50 a 100 pg de muestra de péptidos en el extremo catddico
del gel, en urea 8M. El enfogue se realizd a 50 volts durante 30 min,
despufis a 300 volts durante 3 h y finalmente a 500 volts durante 30

min.

Los resultados anteriores sugirieron la posibhilidad de ais~
lar al péptidoc "A" tetra S-sulfonado por enfoque isoeléctico, en un
anolito de pH 2.0. Se colocd una muestra de t mg de peptidos de la so
lucidn enriquecida en péptido "A" en 0.2 ml de urea 8M en el extremo
catddico de un gel de poliacrilamida de las caracteristicas descritas
en un tubo de vidrio de 7 mm de difmetro interno. Se dejd un espacio
vacio entre 21 gel y el extremo inferior del tubo, el cual se cerrd
con una membraha de dialisis Spectrapor 6 con un limite de retencidn
de péptidos de 1 000 daltons. El enfoque se realizd en las condiciones
descritas, usando Acido sulfiirico al 0.1% v/v como anolito, al cabo de
este tiempo se reemplazd al dcido sulfiirico por Acido fosfdrico al 0.2%
v/v. Después de un enfoque adicional de 500 volts durante 15 min se re
cuperé la solucidn localizada entre el extfemo inferior del gel vy la
membrana de didlisis y se analizd por electroforésis en gel de poliacri
lamida en medio bisico. En esta solucin se determind un contenido de
aproximadamente 10 ug dél péptido "A" sin contaminantes apreciables por
electroforésis. No se investigd la presencia del péptido "A" en la mem-
brana de didlisis ni en el gel de electroenfoque, ni se intentaron me-
jores condiciones para su recuperacidn ya que el elevado costo de los
anfolitos (aproximadamente 1 000 peses 1 ml de Ampholine LKB al 40% p/v)

hace gue este procedimiento resulte excesivamente caro.
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Considerando la gran movilidad electroforética del péptido
“A" S-sulfonado hacia el &nodo, y su valor de punto isceléctico des-
usualmente bajo, se estudiaron las posibilidades de su aislamiento
con fines preparativos por electroforésis en medio Acido. Con este
‘propdsito se estudid la combinacidn de electrolitos acetato, cloruro,
beta-alaninio. A continuacidn se muestran los resultados de su apndli-~

sis.

Se estudid la movilidad electroforética del péptido "A" te-
tra S-sulfonado en geles de poliacrilamida de 8, 10y 12% T, 5% C, con
este sistema de electrolitos. Para cada concentracidn de mondmeros se
midid la migracidn del péptido en los siguientes electrolitos:

a) electrolito ZETA, pH 4.24, fuerza ibnica 0.02.

b) electrolito PI, pH 4.54, fuerza idnica 0.02.

c) electrolito BETA, pH 3.07, fuerza idnica 0.05.

_ d) electrolito GAMA, pH 3.97, fuerza idnica 0.03.
En todos los experimentos el electrolito ALFA (pH 4.24, fuerza idnica
0.02) sirvid como anolito y catolito simulténeamente y come disolvente

de la muestra.

Ya que las condiciones de pH de los electrolitos hacen ino-
perante el sistema catalizador Persulfato/TEMED (N, N, N', N'-Tetrame
tiletilendiamina) usado comunmente en la polimerizacidn de acrilamida,
se utilizdel sistema catalizador Perdxido de hidrfgeno/Sulfato ferro-
so/Acido ascdrbico (19). Se variaron las proporciongs de los reactives
y se disminuyeron al maximo sus concentraciones. El inconveniente en-
contrado al catalizar asi la reaccidn de polimerizacidn es que se pro
duce un gel de malas propiedades mecidnicas, gque ademis se adhiere a

las placas de vidrio del molde.

Para evitar estos inconvenientes se diseiid un sistema auxi-
liar de electrolitos que produjera, por electroforésis hacia el clto-
do en sentido contrario al de la electroforésis en el sistema princi-
pal, electrolitos ZETA y PI idénticos a los electrolitos GAMA Y BETA,
respectivamente, originales del sistema acetato, cloruro, beta-alani-

nio. El sistema auxiliar de electrolitos estd constituido por la com



RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS
ACETATO,CLORURC, BETA-ALANINO.

Componente 1 Acetato pl:l- 4.72 Ty -0,80
+ 2,3 Cloruroe - -1,55
] Beta-alanina pKG- 3,59 Te® +0,53
¢ g 8 1 1 y
RM(1,2ETA) pH s [ ™(1,p1y pH ] pll
0.300 4,50 3.4102 3,88 0.300 4.50 3.4102 -3.088
0.280 4.45 2.8%23 3,77 0.320 4.54 3,087z 3,97
0.260 4.40  2.4359 3,65 0.340 4.59 4.6625 4,06
0.240 4.35  2.0344 3.51 0. 360 4,63 5.4166 4.4
0.220 4.30 1.6821 3.33 0.340 1.68 6.2723 4.22
0.200 .24 1.3741 3.7 0.400 4.72 7.2448 4.2Y
0.180 4,18 1.1062 2.52 0.420 4.76 B8.3525 4.36
0.440 4,81 9.6180 4,43
0.460 4.85 11.06914 4,50
COMPOSICION DB LOS ELECTROLITOS
Concentraciones Molares
Fase: ALFA ZETA BETA P GAMA EPSILON
Componente 1 0.0400  0,0400 0.0250
{0.0200)
2 0.04956
3 0.03097 0.01
(0.02478)
6 0.0549% 0.05496 0.06453 0.09993 {.10590 0.02
(0.14490)  (0.14967)
p .24 4.24 3.07 4.54 3.97 1.59
{4.72) {4.29)
R4 0.200 0.320

{0.400)
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binacidn de beta-alaninio, amonio y cloruro. A continuacidn se ilustra

C el procedimiento de obtencidn del gel dcide a partir del auxiliar por

electroforésis.
POLIMERIZACION PREELECTROFORESIS - ELICTROFORES 1S
FOLARIDAD
Componentes pH slectrolito Coaponentes pH  electrelito Componentes pH  electrolito
W, xl, . Acetato
- nel 5.6 ' Hel 5.6 ¢ +ra ‘Beta-ala. 4,24 -]
IH.‘ Beta-ala, Acetato
K 1= .
ucl 8.46 ¥ — 310 v=g Bota-ala. 424 ¢
Dﬂ, Bata-ala, Acetato . ;
LIE-4 .
HCl .06 @' Hel 399 fEy Beta-ala, 54
L
Beta-ala. Beta-ala. HCl
= N
+ sel 3,59 a' el 3.59 a*sFc Beta-ala. 3.59 t
. MICRACION DEL FRENTE ¢ MIGRACION DEL FRENTE ¢

* Cambio de catolito y aplicacifn de las mueatras.

.

La posicidn de un estindar del péptido "A" de la insulina
tetra S-sulfonado, en un gel de 10% T, 5% C, obtenido por preelectro-
forésis del gel auxiliar fué la misma gue la que se obtuvo en un gel
de poliacrilamida de la misma concentracidn de mondmeros polimerizado

en medio basico.

Los resultados observados de migracidn del tetra S-sulfonato
del pdptido "A" de la insulina se ilustran en la figura 12, Segin es~
tos resultados la movilidad del péptido es la misma a pH 4.54 que a pH

4.24 para una misma concentracidn de mondmeros; es decir que aparente-



mente no se observa un cambio apreciable en su estado de ionizacién a
estos dos valores de pH. Sin embargo, el pH del electrolito si afecta
la ‘'velocidad del frente de migracidn cuando se trata de la electrofo-
résis en el sistema discontinuc de electrolitos, segiin lo demuestra
la separacidn del péptido del frente de migracidn PI-GAMA en un gel
de 8% T, 5% C, en tanto que el péptido permanece en el frente de mi-
gracidn ZETA-BETA en un gel de la misma concentracidn de mondmeros y
fuerza idnica. De este gridfico se deduce que el péptido tetra S-sul-
fonado migra con el frente ZETA-BETA en geles de concentraciones de
mondmeros inferiores a 7% T, 5% C, Yy que para separarloc del frente
PI~-GAMA conviene utilizar geles de B a 17% T, 5% C (0.2 <'Rf < 0.8).

Al estudiar la separacidn de los componentes de algunas pox
ciones enriquecidas en péptide "A" no se detectaron péptidos de mayor
movilidad que el péptide "A"; sin embargo se detectaron algunos pépti
dos (un niimero variable que depende del origen de la muestra) de me-
noxr movilidad, que abandonan el frente ZETA-BETA en un gel concentra-
dor de 6% T, 3% C, pero permanecen el frente en un gel de 4% T, 15% C.
Este sistema de electrolitos admitid hasta 100 pl de muestras de 1 a
2.5 ug/ul de péptidos por carril de 0.75 x 8 mm sin que se observara

ningiin efecto adverso en la separacidn.
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Los resultados obtenidos en la separacidn analitica de las
porciones enriquecidas en el péptido "A" por electroforé@sis en el sis
tema de electrolitos acetato, cloruro, beta-alaninie, sugirieroen la
posibilidad de aprovechar el empacamiento selectivo de este péptido
en la frontera mévil ZETA-BETA, para su aislamiento con fines prepara
tivos. Para demostrar esto se utilizd un electreslito BETA capaz de
producir un electrolito ZETA de pH 4.24 y fuerza idnica 0.01. Como me
dio anticonvectivo se usd un gel de dextrano (Sephadex G-100), el cual
se equilibrd con el electrolito BETA y se empacd dentro del tubo del
aparato esqguematizado en la figura 7,. El procedimiento seguido en la
electroforésis preparativa de frontera movil (empacamiento hasta el es
tado estable)de una porcidn de péptidos enriquecida en el péptido "A",

en el gel granular, se describe en le anexo Ie.

La porcidn del gel granular que contenia al frente de migra
cldn se depositd sobre una columna de permeacidn en gel (Blo-Gel P-2)
con el fin de reemplazar el disolvente original por una solucidn dilu
ida de acetato de amonio de pH 4. Se colectaron varias fraccidnes de
la elucidn de esta columna y se liofilizaron para estudiar su composi
cién por crométografia en fase liquida sobre un soporte apolar. Las
condiciones de elucidn se basaron en las consideraciones presentadas
en la parte tedrica de la tesis; sin embargo, su implementacidn para
resolver este problema particular no forma parte de este trabajo. Los
anilisis se realizaron con un cromatdgrafo de liquidos (Spectra-FPhy-
sics SP8000OB) en un cartucho de compresion radial Radial-PAK empacado
con UBONDAPAK C18 (Waters), a 24° C, con una elucidn en gradiente li-

neal de las siquientes caracteristicas:

tiempo (min) Acido triflucroacético Acetonitrilo
al 0.1% v/v en agua.

0.0 100% 0
2.0 | 1003 0

6.0 ‘ 60% 40%
0.0 60% 40%
2.0 o 100%
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Los componentes elufdos se detectaron por absorbancia a 280
nm (Spectra~Physics sP8400), La forma en que se trazaron los cromato-
gramas no permitid establecer una escala de unidades de absorbancia.
I la fighra 13 se muestran los cromatogramas correspondientes a algu
nas de las fracciones colectadas de la columna de permeacidn en gel.
M la fraccién #3 se observa la presencia de un_componente con un ti-
empo de retencidn similar {876 seq) al del tetra S-sulfonato del pép-
tido "A" de insulina porcina (836 seg).

Una alfcuota de la fraccidn correspondiente al pico de tr=
876 seg se analizd por electroforésis en gel de poliacrilamida en me-
dio bisico, junto con una aiicuota de la fraccidn del est3ndar eluida
del cromatdgrafo, y en presencia de muestras de 0.5, 2, 5, 10 y 20 ug
del mismo estindar sin cromatografiar. El resultado se muestra en la
figura14 . En todos los carriles se observa el mismo patrén de migra-

cidn.

Para comprobar la reproducibilidad del aislamiento por elec
troforésis del péptido que demostrd tener cierta identidad con el pép
tido "A" de la insulina, se equilibrd nuevamente el gel granular con
el electrolito inicial (BETA) y se proceso otra muestra de péptidos de
clanogendlisis, enriguecida en el pe&ptido "A", en las mismas condicio-
nes de electroforésis. Los componentes presentes en el frente de migra
£idén se recuperaron del gel granular usando la columna de perméacién
en gel y se recogieron algunas fracciones eluidas alrededor del voli-
men de elucidn del péptido "A". En estas fracciones se observd la pre-
sencia de un componente con el mismo tiempo de retencidn en cromatogra
fia en fase liquida que el de un estdndar del péptido "A" de la insuli
na porcina (de la misma composicidén que el pétido "A" de la insulina
humana) . En la figura 15 se comparan los cromatogramas cbtenides para
el péptido de origen bacteriano solo y adicionado de una peguefia canti
dad del péptido de la insulina porcina. Las alicuotas correspondientes
a los picos del péptido bacteriane, lo mismo que las correspondientes

-a los picos de los estindares cromatografiados de origen porcino y bo-

+
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vino, se sometieron a andlisis de aminodcidos. Los resultados de com-

posicidn de amino3cidos se resumen en la tabla III.

' Los aminogramas obtenidos para los estdndares del pdptido
"A" de origen porcino y bovino presentan diferencias claras que coin
ciden fielmente con sus diferencias de composicidn; es decir que el
andlisis de amincdcidos es sensible a la diferencia de un aminoacido
en la composicion del péptido "A". Por otra parte, los aminogramas
correspondientes al péptido de origen bacteriano solo y adicionado
del estandar del péptido "A" de la insulina porcina son practicamente
indistinguibles entre si, y estos a la vez son indistinguibles del a-
minograma del estéindar del péptido "A" de la insulina porcina solo,
Finalmente, considerando las condiciones de hidrdlisis, se concluye
que la composicidn de aminoicidos del péptido de origen bacteriano

coincide con la esperada para el péptido "A" de la insulina humana.
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Figura 12. Variacidn del log R, en funcidn de la concentracidn de mond-
meros (%T) en la electroforésis en gel de poliacrilamida en el sistema
de electrolitos acetato, clorurc, heta-alaninic, para el péptido "A" de
la insulina, tetra S-sulfonado. lLos valores de Rf estdn referidos al
frente de migracidn y se calcularon como el cociente del Rf del péptido
"a" en los electrolitos (A) ZETA y (B) PI, ¢on respecto a la posicién
de migracidn del azul de bromofenol, entre el Re del péptido "A} referi
do al frente de migracidn (A) ZETA-BETA vy (B} PI-GAMA. En todos los ge-
les la proporcidn del mondmero entrecruzador fué de 5% C.

(A) Electrolito ZETA PH® = 4.24 RM (1, ZETA) = 0.20

{B) Electrolito PI pH1i = 4,5 RM (1, PI) = 0.32
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Figura 13. Cromatogramas de algunas fracciones de la columna de permea-
¢idn en gel, liofilizadas y redisueltas en 500 ul de solucidn de Acido
trifluorocacético al 0.01% v/v. Las condiciones de la cromatografia y el
equipo’usado se describen en el texto., En todos los casos se {nyectaron
100 ul de muestra.

(A) Acido trifluoroacético al 0.01% v/v.

{B) Fraccién #3 de la columna de permeacidn en gel.

(C) Fraccidn #5

(D) Fraccidn #7

(E) Fraccién #7 (50 pl) adicionada de 5 pg de un estfndar del péptido
A(S50,) ,.

(F) Fraccidn #10 de la columna de permeacidn en gel.
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Figura 14. Placa de electroforésis analitica en gel de poliacrilamida
de 15% T, 5% C, urea 45% p/v, en un electrolito de Tris y Acido bérico
de pH B.66, a fuerza idnica 0.02.

Carriles 1, 2, 3, 4y 5: 0.5, 2, 5, 10 y 20 ug respectivamente, del
péptido A(SSO';)4 de insulina porcina.

Carril 6: Péptido A(SSO3)4 de insulina porcina, cromatografiado.
Carril 7: sin muestra, '

Carril B8: Pico de elucidn de 876 seg de tiempo de retencidn en cromato
grafia en fase liquida correspondiente a la fraccién #3 de la columna
de permeacidn en gel,

Carriles 9 y 10: Picos de elucidn de 926 seg y de 956 seg de tiempo de
retencifn en cromategrafia en fase liquida correspondientes a las frac-

ciones 5y 7 de la columna de permeacidn en gel, respectivamente.
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Figura 15. Cromatogramas correspondientes a:

{A) 10 yg de un estdndar del péptido "A" de la insulina bovina, tetra
S-sulfonado.

(B) 10 yg de un estdndar del péptideo "A" de la insulina porcina, tetra
S-sulfonado.

(C) alicuota del péptidc de origen bacteriano aislado por electroforésis.
(D) misma alicuota, adicionada con 1 ug de un esténdar del péptido "A"
de la insulina porcina, tetra S~-sulfonado.

Las condiciones de elucifn y el equipo utilizado se describen en el texto,



1/2

68

COMPOSICION DE AMINOACIDOS

(a) (c) (D)
Obtenida Esperada Obtenida Esperada Obtenida Esperada

ASP 2.0 2 2.0 2 2.0 2
THR 0.93 1 0.92 1
SER 1.93 2 ~1.98 2 2,30 2
GLU 3.66 4 3.72 4 3.70 T4
PRO 0.08 | _
GLY 1.06 1 1.07 1 1.13 1
ALA 0.88 1 o
cYs  1.46 4 1.49 a 2.06 4
VAL 1.08 2 0.43 1 0.40: . 4
MET '
ILE 0.17 1 0.68 2 0.75 .
LEU 1.66 2 1.57 2 ‘ 1.75 2
TYR 1.57 2 1.61 2 1.56 2

Tabla III. Resultados de los an8lisis de aminofcidos de tres muestras
del péptido "A" de la insulina, tetra S-sulfonado, correspondientes a
los picos de los cromatogramas A, C y D de la figura 15.

() Péptido "A" de la insulina bovina.

{C) PEptido de origen bacteriano aislado por electroforésis y purifica
do por crematografia en fase liquida.

(D) Péptido de origen bacteriano aislado por electrofor&sis al que se
afiadié 1 pg de un estindar del péptide "A" de la insulina porcina como

estindar cromatogrifico, purificado por cromatografia en fase liquida.
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6./ OONCLUSIONES.

Los estudios de solubilidad de las proteinas de la cepa bacteria
na hiperpro&uctora de la proteina hibrida "A" se aproVecharon para desarrg
llar un procedimiento de solubilizacién selectiva que permitid preparar
una porcidn enriquecida hasta el €0% p/p de la protéin& hibrida, Esta por-
cién enriquecida se utilizd como la muestra de partida para los estudios
de la purificacidén de la proteina hibrida. Dadas las caracteristicas de
solubilidad de esta proteina, los estudios de purificacidn se limitaron a
la electroforésis en gel de poliacrilamida y la permeacién en gel, ambos
en presencia de dodecilsulfato de sodio (DSS). De los resultados obtenidos
se concluyd que por electrof résis se pueden purificar algunos miligramos
de la proteina hibrida hasta una pureza mejor que 95% p/p, en un tiempo re
lativamente cortﬁ {4 a 6 horas). lLos principales inconvenientes del método
son su complejidad en comparacidén con los métodos usuales de cromatocgrafia
en columna y los gastos de operacidn relativamente elevados para un proce-
80 a mayor escala, La permeacidn en gel en cambio permite conseguir solo’
un enriguecimiento parcial de la proteina hibrida si se recupera su recu-
peracifn total, ya que solo a costa de una recuperacién incompleta se pue-
den obtener porciones sustancialmente enriquecidas (m3s de 90% p/p} en la
proteina hibrida. La ventaja de este método es que puede escalarse facil-
mente para procesar algunos dramos de proteinas (1 a 5 g} en columnas de

dimensiones modestas (10 a 20 cm de diAmetro por 150 cm de largo).

Ia resolucidn de los péptidos de bromuroc de ciandgeno de la be-
ta-galactosidadsa, por electroforésis en gel de poliacrilamida en presen-
cia de DSS, con el sistema de electolitos glicinato, cleruro, amediol se
aprovechd para estudiar la influencia de las proteinas presentes en la
porcidén enriquecida en proteina hibrida, sobre la factivilidad de detec-
cién del péptido "A" de la insulina humana entre los péptidos de cianoge-
nélisis, y para comparar los productos de ciandlisis de la proteina hibri
de purificada con los de la bata-galactosidasa. Uno de las posibles aplica
ciones de este método es el estudio de la eficiencia de las reacciones de
cianogendlsis y sulfitdlisis oxidativa de la. beta-galactosidasa en términos

de los péptidos esperados de acuerdo con su secuencia de aminoicidos.
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La observacidn de algunos péptidos de cianogendlsis, de mayor talla que
los esperados, obtenidos tanto para la beta-galactosidasa como para una
muestra de la proteina hibrida purificada indicé la posibilidad de una
ruptura incompleta en las condiciones utilizadas. La distribucidén de los
péptidos producidos por cianogendlisis de porciones parcialmente enrique
cidas en proteina hibrida se usd como elemento de tomparacidn entre las
diversas preparaciones de protefna hibrida. Por medio de este método se
ohtuvo la primera evidencia de la presencia de un componente de un compo
nente de la misma movilidad que un esténdar del péptido "A" de la insuli
na, en una proporcidn de 0.5 a 1.0 yg por 50 ug de péptidos, una canti-
dad muy prdxima al limite de deteccién del método mis sensible para su
deteccién en un gel de 0.75 x 8.0, en muestras de un tamafo cercano al

limite de resolucidn de al electroforésis en gel de poliacrilamida.

La necesidad de condiciones mis selectivas para la separacidn
del péptideo "A" condujo a la introduccidn del sistema de electrolitos bo
"rato, clorurc, tris-amonio. La observacidn de una movilidad inexplicable
mente elevada del péptido "A" en presencia del idn borato determind la
conveniencia de usar un electrolito continuo para investigar rutinaria-
mente la composiéién de las preparaciones enriquecidas en el_péptido AT
por electroforésis en gel de poliacrilamida. En estas condiciones se ob
servd un componente claramente resuelto presente en una proporcidn de
1 a 5% de los pépptidos, dependiendo de la preparacidén, caracterizado por
valores de Rg=4T idénticos a los de un estdndar del péptido "A" de insu-
lina bovina, tetra S-sulfonado. Otro resultado interesante fué la obser-
vacidn de patrones de separacidn de porciones enriquecidas en el péptido
A" (péptidos solubles a pH 4, y fuerza idnica 0.01} producidos por sule
fitélisis y cianogenSlisis de una porcién enriquecida en proteina hibrida,
similares a los observados para otras porciones enriqguecidas producidas
invirtiendo el orden de las reacciones, para una misma porcidn enriqueci
da en proteina hibrida. Sorprendentemente, los patrones de separacidn de
estas muestras resultaron poco diferentes a los correspondientes a los
producidos por cianogendlisis y sulfit&lisis de una preparacidn de protei

na hibrida considerablemente pura.
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en proteina hibrida preparada por un procedimiento mis simple y ripido,
que consiste en precipitar selectivamente a la proteina hibrida por dilu
ci&q del extracto protéico en cloruro de guanidinto, redisolver la por-
cidn insoluble para llevar a cavo la sulfitdlisis y finalmente eliminar

las sales y algunos péptidos de bajo peso molecunlar.

Para conseguir el aislamiento selectivo del péptidc YAY tetra
S5-sulfonado se aprovechd su punto isoeléctrico desusualmente bajo. El sis
tema de electrolitos disefiado para este fin permite procesar muestras de
péptidos considerablemente mayores (10 veces) a las usuales para electro-
forésis en gel de poliacrilaﬁida, ya gue solo participan en la separacidn
los componentes de punto isoeléctrico menor a 4.2, La propiedad del pép-
tido "A" s_sulfonado de migrar junte con la frontera movil ZETA-BETA en
este sistema de electrolitos se aprovechd con fines preparativos aislando
a los componentes de la porcidn enriquecida en el péptido "A" concentra-
dos en la frontera mévil en un gel granular como medio anticonvectivo.
For diversos procedimientos se comprobd que la gran mayoria del material
peptidico recuperado de la regidn del gel donde se localizaba la frontera

mévil correspondia al péptido "A"™ de la insulina humana

La afirmacién de que el péptido aislado por electroforésis pre-
parativa es precisamente el péptido "A" de la insulina humana se basa en
los siguientes elementos: .

1) En la muestra de péptidos de cianogendlisis de upa percién
enriquecida en proteina hibrida, por electroferdésis analitica en gel de
poliacrilamida en presencia de DSS, se chserva la presencia de un compo-
nente qgue comigra con un estdndar del péptido "A" de insulina bovina,

2) En una muestra enriquecida en el péptido "A", por electro-
forésis analitica en gel de poliacrilamida en medio bisico, se observa
la presencia de un componente cuya movilidad es idéntica a la de un es-
tindar del péptido "A" para varias concentraciones de acrilamida.

3) En ;é misma muestra, por electoforésis analitica en gel de

poliacrilamida en ﬁedieuédi&o; se observa la presencia.de un componente
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cuya movilidad es idé&ntica a la del mismo estandar para varias concentra-
ciones de acrilamida. La importancia de esta prueba radica en la poca pro
babilidad de que otos componentes de la muestra posean las mismas caracte
risticas de talla molecular y de carga neta en las condiciones (medio dci
do) en las que ocurre la separacidn (hacia el &nodo).

4) En la reducida fraccion de los péptidos de cianogendlisis,
concentrados por electroforé€sis hacia el dncdo en medio dcido, se aisld
un componente por permeacidén en gel, en una fraccién congruente con la
talla molecular del péptido "A"; el cual ademds se caracterizb por un tiem
po de retencidn similar al de un estandar del péptido "A" de insulina por-
cina, por cromatografia en fase liquida sobre un soporte apolar.

5) La fraccidn que contenia al componente cuyo tiempo de reten-
cidn fué similar al del estdndar del péptido "A" en cromatografia en fase
lfgquida, se analizd por electroforésis analitica en gel de poliacrilamida
en medio bisico, junto con un testigo del péptideo "A" de insulina porcina
recuperado del cromatSgrafor, 'y . cantidades variables del mismo est@ndar
sin cromatografiar. Se comprobd que la fraccidn mencionada contenia solo
un componente cuya migracidn coincidid con la de los estiandares indicados,

6) Se determind la composicidn de aminofcidos de una alicuota
de la fraccidn que contenia al péptido bacteriano del mismo tiempo de re-
tencidn en cromatografia en fase liquida gque el péptido "A" de insulina
porcina. El anflisis se repitid adicionando una pequefia cantidad del es-
tindar. Los resultados indican que se trata de un solo péptido cuya com-
posicidn de aminodcidos coincide con la del péptido "A" de la insulina
humana. El amincograma obtenide para esta muestra es indistinguible del ob
tenido para la misma muestra adicionada del .estindar del péptido “Af de
insulina porcina, cuya composicifén de aminodcidos es idéntica a la del

péptido "A" de la insulina humana.
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7.1. ANEXD I. FROCEDIMIENTCS.

7.1.17. Anexo Ia,

. PRIMER PROCEDIMENTO USADO PARA OBTENFR UNA PFORCION
ENRIQUECIDA EN PROTEINA HIBRIDA.

Se suspendieron 20 g de bacterias (paguete celular hﬁmedo)
*
en 30 ml de solucién de lisis y se sonicaron (Soniprep 150 MSE) a la
mixima potencia en un bano de agua con hielo, en seis intervalos de

20 seg con interrupciones de 40 seqg.

£l lisado celulﬁr se centrifugd a 15 000 rpm durante 15 min
{Sorvall §5-34) y se resuspendid el precipitado en 40 ml de una solu-
cidn de cloruro de guanidinio 6M y 2-mercaptoetanol al 1% v/v, ag#tag
do vigorosamente durante 2 h. La suspensidn se centrifugd a 30 000 rpm
durante 60 min (Beckman Ti-30) y se recuperd el sobrenadante para dia-
lizarse con dos cambios de 4 1 de agua destilada en una bolsa de diali
sis Spectrapor 6 con un limite inferior de retencidn de 50 000 daltons.

El dializado se centrifugd a 10 000 rpm durante 10 min (Sor-
vall S$-34) v se recuperd el precipitado que constituye la porcién en-

riquecida en proteina hibrida.

* Solucidén de lisis.
, Tris 0.2M pH 7.6 a 4° C.
Acetato de magnesio 0.02M
. , Glicerol 5% v/v
2-m;rcaptoetanol 0.01M



7.1.2. ANEXO Ib.

PRIMER PROCEDIMIENTO USADO PARA LIBERAR Y PROTEGER
‘ AL PEPTIDO "A" DE LA PROTEINA HIBRIDA.

Se disolvid 1 g de la porcidn enriquecida en protefna hibri
da liofilizada, en 25 ml de solucidén de dcido £drmico al 70% p/v, y se
le adicionaron 1.3 g de bromuro de ciandgeno, dentro de un matraz con
tapdn esmerilado y cubierto en su exterlor con papel aluminio. lLa mez-
cla de reaccié? se dejd agitando durante 16 h a temperatura ambiente.
Al cabo de este tiempo se conectd el matraz de reaccidn a un evapora-
dor rotatorio conectado a un vacio de 20 a 30 mm de Hg durante las pri
meras 4 h, vy a 100 ym de Hg hasta sequedad. Los vapores se retuvieron

en una trampa de condensacidn con hielo seco en acetona.

El residuo s6lido se disolvid en 50 ml de cloruro de guanidi
nioc BM, pH 8.0 con tris 0.2M y se le afiadieron 1 g de tetraticnato de
sodio y 2g de sulfito de sodio {anhidro). La mezcla se dejd reaccionar
a temperatura ambiente con agitacidn vigorosa., Al cabo de 24 h se le
anadid al producto de reaccidn suficiente solucidn de dcido acético 1M
para ajustar el pH de la solucidén a 5 y se dializd con tres cambios de
21 (cada 8 h) de solucidn de acetato de amonio 0.01M ajustada a pH 5
condcido acético 1M en una bolsa de acetato de celulosa benzoilada

(Sigma No. D-7884) con un limite superior de difusidn de 2 000 daltons.

El dializado se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min (Sor-
vall 55-34) y se recuperd el sobrenadante que constituye la porcidn en

riquecida en el péptido "A" de la insulina.
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7.1.3. ANEXO Ic-

. PROCEDIMIENTC DESARROLLADO PARA MEJORAR EL ENRIQUECIMIENTO
DE LA PROTEINA HIERIDA.

Se suspendieron 100 g de bacterias (paquete celular hiimedo)
'en 100 ml de solucidn de lisis para sonicarse en las condiciones des-
critas en el anexc Ta. La porciSn soluble del lisado celular se resus
pendid 100 ml de solucidn de cloruro de guanidinio 8M y 2-mercaptoeta
nol al 1% v/v para centrifugarse a 18 000 rpm durante 30 min (Sorvall
55-34). El sobrenadante se recuperd junto con el sobrenadante obteni-
do al centrifugar en las mismas condiciones el precipitado anterior
en 50 ml de sclucién de cloruro de guanidinio 6M, 2-mercaptoetanol al

18 v/v y Tris 0.1M de pH 7.2.

Los sobrenadantes combrinados (150 ml) se dializaron durante
24 h con 450 ml de agua destilada recién hervida, en una bolsa de did
lisis Spectrapor & con un limite superior de difusidn de 50 000 dal.
El dializado se centrifugd a 10 000 rpm durante 20 min (Sorvall §55-34)
para recuperar el precipitade (10 g peso himedo}, el cual constituye
la porcidn enriquecida en proteina hbrida; éste se resuspendid en 200
ml. de agua recien hervida y 2-mercaptoetanol 0.01M para eliminar el
resto de cloruroc de guanidinio por centrifugacidn (descartando el so-
brenadante). En algunos casos la porcién enriquecida en proteina hi-
brida se resuspendid en 20 ml de agua recién hervida, con 0.01M de
2-mercaptoetanol, para dializarse con agua destilada recién hervida,

con tris 0.01M a pH 7.2 y finalmente licfilizarse.



7.1.4.ANEX0 Id.
SULFITOLISIS OXIDATIVA Y CIANDGENOLISIS.

A una muestra de 1 g de proteinas disueltas en 25 ml de so-
lucion e6M de cloruro de guanidinio a pH 8.0 (Tris 0.1M}, se adiclona-
ron sucesivémente, a intervalos de 15 min, 0.5 g de tetrationato de
sodio, 2,0 g de sulfito de sodio y 0.5 g de tetrationato de sodio otra
vez. La mezcla se dejé reaccionar durante 24 h con agitacidn, a tempe-
ratura ambiente. El producto se dializé exhaustivamente con agua desti
lada en una bolsa de didlisis Spectrapor 6 con un limlite superior de

difusidn de 50 000 daltons.

El dializado se evapord a presidn reducida, a temperatura
ambiente, y se redisolvid el residuo sdlido preducido en 80 ml de 3-
cido formico concentrado. A esta solucidn se le adicionaron 20 ml de
una solucidn de dcide £érmico al 10% v/v y bromuro de ciandgeno al
10% p/v. La mezcla se agitd protegida de la luz, durante 16 h a tem-
peratura ambiente. El producto se diluyd con tres volfimenes de agua
destilada helada y se evapord inmediatamente a presidn reducida, a

temperatura ambiente.
CIAIOGENOLISIS Y SULFITOLISIS OXIDATIVA.

A una muestra de 1 g de proteinas disueltas en 80 ml de i~
cido férmico concentrado se le adicionaron 20 ml de solucidn al 10%
v/v de dcido férmico y al 10% p/v de bromuro de cianfgeno. La reaccidn
\transcurrié en las condiciones indicadas y el producto se diluyd con
trs voliinenes de agua helada y se concentrd hasta el voldmen original
por evaporacidn a presidn reducida, a temperatura ambiente. Al concen
trado se le afadieron tres voliimenes de agua helada para después con;

gelarse y liofilizarse,

El liofilizado se redisolvid en 25 ml de solucidn 6Mde clo

ruro de guanidinio a pH 8.0 {Tris 0.1M). La reaccién de sulfitdlisis
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7.17.5.ANE X0 TIe.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE DSS
PARA PROTEINAS DE E, coli.

Se forma un gel de acrilamida y bis-acrilamida compuesto por
un gel separador (gel inferior) y un gel concentrador {gel superior).
lLas muestras disueltas en una solucidn desnaturalizante se aplican en-

tre el gel superior y el catolito {electrolito superior}.

Los electrolitos del gel separador (electrolito GAMA) y del
gel concentrador (electrolito BETA) producen por electroforésis otros
electrolitos de composicidn diferente, de fuerza idnica 0.01 (PI y ZE
TA respectivamente). Los electrolitos concentrados deben diluirse 1:4
para obtener las concentracienes mencionadas, © en una proporcidén di-

recta para obtener electrolitos de la fuerza idnlca deseada.

SOLUCIONES CONCENTRADAS,

Electrolito superior Tris 0.24M
100 ml 4x pH B.90 Glicina 0.24M
Electrolito BETA (gel sup.) Tris 0.5516M
100 m1 4x pH 7.82 Ac. clorhidrico 0.3075M
Electrolito GAMA (gel inf.) fTris 0.9320M
100 ml 4x pH B8.74 Az. clorhidrico 0.1633M
Electrolito inferiox Tris 0, 20M
100 m1 4x pH 8,10 Ac. acético 0.10M
Solucidn de acrilamida Acrilamida

100 ml 403 T, 33 C, ' Bis-acrilamida

PREPARACION DEL GEL.

3s C

4% T 5% T 7% T 8% T  11% T
gua 1.80 ml 3.75ml 3. 25-m1 2.75_'ml_ 2.25.ml
Elect. BETA 2.5 Ml .- e .-'..‘ -
Elect. GAMA ~ 5 '. - ©5.0.ml
S0l. de acrilamida 2'. 75 mL
Sol. de DSS (100 mg/ml)
S0l. de persulfato {100 mg/ml) 40 ul .
TEMED - 10 ul
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PREPARACION DE LA MUESTRA.

La muestra libre de sales se disuelve en el electrolito BETA
diluido 1:2, en concentraciones entre 0.2 y 2.0 ug/ul de proteinas. Se
adiciona un décimo del volimen de la muestra de una goluciﬁn de DSS al
10% p/v y 2-mercaptoetanol (opcional} hasta una concentracidon de 1%

v/v. La muestra se calienta a 80° ¢ durante 10 min.

-Antes de aplicar la muestra se mezcia con un vollimen igual
de solucidn de sacarosa al 10% p/v, con azul de bromofenol y/¢ rojo de
fenol al 0.01% p/v. Las muestras aplicadas deben contener entre 10 y
50 yg de proteina por carril de 10 x 0.75 mm, en volimenes de 20 a 100
ul. Cuando se dispone de muestras concentradas (mds de 1 ug/ul) se pue
de formar un solo gel hasta los carriles con el electrolito GAMA, pre-
parar las muestras come se indicd y aplicarlas en veoliimenes pequefios

{10 a 20 pl por carril).
CONDICICNES DE ELBCTROFORESIS.

La-electroforésis se empieza a 50 volts constantes hasta la
entrada de toda la muestra al gel concentrador y posteriormente a 10
mA constantes hasta el paso del frente de migracidn al gel inferior.
la separacidn de los componentes en el gel inferior se realiza a po-
tencia constante entre 2 y 5 watts, hasta que el frente de migracidn

s¢ aproxima al borde del gel (entre 90 y 40 min}.
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7.1.6. ANEXO If.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE DSS
PARA PEPTIDOS DE 2 000 a 100 000 DALTONS.

El pricipio del métcdo es el mismo que el descrito para pro-

teinas de E. coli, en el anexo If.

' SOLUCICNES CONCENTRADAS

Electrolito superior Amediol 0.1650M
100 m1 4x pH 9,32 Glicina 0,1440M
Electrolito BETA {gel sup.} Amediol 0.2057M
100 ml 4x pH 7.89 Ac. clorhidrico 0.1845M
Electrolito GAMA {gel inf.) Amediol 0.3254M
100 m1 4x pH 9.09 Ac. clorhidriceo 0.1153M
Flectrolito inferior Amediol 0. 204
100 m1 4x pH B.920 Ac. acético 0. 10M
Solucidn de acrilamida 40% Acrilamida 8% pfv
100 ml 40% T, 5% C Bis-acrilamida 2% p/v
Solucidn de acrilamida 10% Acrilamida 9.7% p/v
100 ml 10% T, 3% C Bis-acrilamida 0.3% p/v

PREPARACION DEL GEL

3% C 5% C

5% T 8% T 10% T 12% T 14% T
Agua  em—e- 3.0ml 2.5ml 2.0ml 1.5ml
Elect. BETA 5.0 ml ' Ca
Elect. GAMA. 0000 meeaa 5.0ml 5.0ml 5.0ml 5.0 ml
Sol. de acrilamida 10% T 5.0 ml ~—re- | emmee mmeme meee=
Sol. de acrilamida 40% T @ we=e== 2.0ml 2.5m 3.0ml 3.5ml
Sol. de pss (100 mg/ml) 75 11 - =—e—em I
Sol. de persulfato (100 mg/ml} 50 pl- " 50 g1 45 yl 40 1 35 pl
TEMED 5 ul 5 ul 5yl 5 ul 5yl

PREPARACION DE LA MUESTRA Y CONMDICIONES DE ELECTROFORESIS.

El procedimiento para la preparacidn de las muestras es el
mismo que ol descrito en el anexo If. Se recomiendan las mismas condi
ciones de electroforésis que las del mismo anexo. En las mismas condi
ciones de electroforésis, el frente electroforético de este sistema

de electrolitos migra a una cierta posicidn aproximadanente en 2/3

del tiempo observado con el sistema de electrolitos del anexo If.

Ve o e = o -



7.1.7. ANEXO I g,

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA PARA PEPTIDOS DE
BROMURO DE CIANOGENO EN UN ELECTROLITO CONTINUO.

El electrolito continuo Tris-dcido hﬁricc 0.0486M-0.0443M
(fuerza idnica 0.01), de pH B.66, corresponde al electrolito ZETA
que se produce por electroforé&sis con el gistema de electrolitos bo-
rato, cloruro, Tris-amonio, a patir de un electrolito BETA de Tris-
HC1 0.0648M~-0.0605M, de pH 6.99. En el gel se incorpora urea a concen
traciones entre 6 y 8M. la urea, la acrilamida y la bhis-acrilamida se

pesan y se disuelven al momento de preparar el gel,

Experimentalmente se observa que conviene realizar la sepa-
racién de los pdptidos de bromuro de ciandgeno a una fuerza iénica ma
yor a 0.02. Por otra parte, para gque la separacidn ocurra en un tiem-
porazonable y se evite un calentamiento excesivo conviene que la fuer

za idnica sea menor a 0.05.

PREPARACION DEL GEL

Electrolito ZETA (I'/2 = (0.1} HBBD3 0.443M 2.74 g
100 ml 10x pH B.66 TEis 0.486M 5.89 g

. 5% C

12% T 13% T 14% T 15% T
Bis-acrilam. 0.072 g 0.078 g 0.084 g 0.090 g
Aerilamida 1.368 g 1.482 g 1.596 g 1.710 g
Urea 59 59 - 5g-. 5¢g
Elect. ZETA Iml 3 mle. 3wl - 3ml
Rgua Se afora con agua destilada a 12 ml.

Sol. de persulfato (100 mg/ml) 50 ul = '50.u1° " 50-pl. .. 50 ul
TEMED 10 w1l 1010010 pl 10 pi
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PREPARACION DE LA MUESTRA.

La muestra libre de sales se disuelve en el electrolito
ZETA diluido 1:10 con una solucidn de urea BM, azul de bromofenol y
rojo de fenol al 0.01% p/v, en concentraciones de 2 a 5 mg de pépti-
dos por ml de solucidn. Las posibilidades de comparar las bandas de
los distintos carriles entre si son miximas cdﬁndo se aplican entre

20 y 40 ug de péptidos por carril de 0.75 x 10 mm.
CONDICIONES DE ELECTROFORESIS.

La electroforesis se inicia a 50 volts constantes durante
la entrada de la muestra al gel y posteriormente a 300 volts contan-

tes hasta que el colorante rojo alcanza el borde inferior del gel.
PROCEDIMIENTC DE TINCION PARA EL PEPTIDO A(SSO;)q.

La solucidn de tincién se prepara mezclando volimenes
iguales de una solucién de Azul de Commassie G-250 al 0.2% p/v en.
agua, y de una solucidn de &cido sulflirico 2N, lentamente y con agi
tacién constante. La mezcla se agita durante 3 horas y se filtra a
través de papel Whatman No. 1. El filtrado se neutraliza con una so
lucién 10N de hidrdxide de potasic hasta observar el vire de color:
café - azul ~ plrpura. Se adiciona &cido tricloroacético sdlido hasta
una concentracidn final del 40% p/v, y se afiade un décimo del voliimen

de Adcido acético glacial saturade con cloruro merclirico.

El gel se sumerge en la solucidn de tincidn durante 15 a 20
minutos, con agitacidn. Al cabo de este tiempo, se reemplaza la solu-

cidén de tincidn por agua destilada.
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7.1.8. A NE X0 1Ih.

ELECTROFQRESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SELECTIVA PARA
PEPTIDOS ACIDOS.

Por razones pricticas el gel se poliperiza en medic bdsico
fijado por los electrolitos de un sistema auxlliar que produce por
electroforésis hacia el citodo, un gel concentrador y un gel separa-
dor, en medio icido con los electrolitos del sistema deseado, El sis
tema de electrolitos acetato, cloruro, beta-alaninio (sistema princi
pal) reemplaza al sistema auxiliar beta-alaninio, amonio, cloruro por
preelectroforésis en sentido opuesto al de la electroforésis en el

sistema principal,
COMPOSICION DEL GEL AUXILIAR,

Electrolito Gel inferior Gel superior  Electrolito

inferior D.E. .{A.E.)* D.E. (A.E.})* superior
Componente
Beta-ala, i 0.020 0.1094 0.06567
Amoniaco {0.2105) (0.1263) 0.0126
Ac. clorhidr. C.010 0.031 (0,1321) 0.0496 (0.1102) 0.0110
Caracteristicas ) .
fuerza idnica 0.031 (0.1321) 0.0496 (0.1102)
PH 3.59 3.99 (9.06) 3.10 (8.46) 8.46

SOLUCIONES CONCENTRADAS.

Electrolito inferior Beta-ala. 0.10M
100 ml 5x PpH 3,89 Az, clorhidrico 0.05M
Electrolite gel conc. Ac. clorhidrico 0.6605M
100 ml 5x pH 9.06 Amoniaco 1.0525M
Electrolito gel sep. Ac. clorhidrico 0.5510M
100 ml S5x pH B.46 Amoniaco 0.6315M
Electrolito superior Ac. clorhidrico O0,055M
100 ml 5% pH B.46 Amoniaco 0.063M

D.E. significa despuds de la preeclectroforésis.

®
* A.E. significa antes de la preelectrpforésis.
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COMPOSICION DEL GEL PRINCIPAL.

Concentraciones molares
‘Electrolito Gel inferior Gel superior Electrolito

superior D.E. (A.E.)* D.E. {A.E.)* - inferior
Componente _
Ac. acético 0.040 0.040 0.025 .
Ac, clorhidr, {0.0496) (0.031) - . 0,01
Beta-ala. 0.055 0.055 {(0,0645) 0.100 (0.1059) 0.02
Caracteristicas ' '
fuerza idnica 0.01 (0.0496) 0,01 (0.031)
PH 4,24 4.24 (3.07) 4.54 (3,97) 3.59

El gel inferior se forma con una concentracidn de acrilami-
da de 9;5% p/v v de bis-acrilamida de 0.05% p/v. Como catalizador se
usan 100 yl de solucidn de persulfato de amonio (50 mg/ml) y 10 ul de
TEMED por cada 10 ml de gel. El gel superior se forma con una concen-
tracidén de acrilamida de 3.4% p/v y de bis-acrilamida de 0.6% p/v,
con las mismas cantidades de persulfato y de TEMED que para el gel

inferior.

£l gel principal se produce por electroforésis hacia el ci-
todo (arriba) hasta que el frente de migracidn (visible debido a las
diferencias de refraccidn entre los electrolitos) sale del gel supe-
rior, en condiciones de corriente o de voltaje tales que no se scbre
pasen 10 watts. Después de esta preelectroforésis se descarta el elec
trolito superior y se lava el compartimiento del electrolito con agua
destilada antes de aplicar las muestras e introducir el nuevo electro

lito superior.
PREPARACION DE LAS MUESTRAS ¥ CONDICIONES DE ELECTROFORESIS.

las muestras libres de sales se disuelven en un electrolito
de beta-alanina 0.0645M y acido clorhidrico 0.0496M (pH 3.07) o en el
electrolito superior (pH 4.24) con 5% p/v de sacarosa © urea 4M y azul
de bromofencl al 0.01% p/v. Se puedeﬁ aplicar muestras de péptidos de
bromuro de clandgeno y sulfitéliéis de 0.1a § mg/ml, en vollimenes de
hasta 100 yl por carril de 0{751x 8 mm."Conviene aplicar las muestras
del péptido "A“ tetra s-su;féﬁado éétéﬁdaf {1 a 10 ug por carrxil) en
voliimenes iguales a los de las mueétras'deipéptidos.

2
——— i ——



7.1.9. ANEXO I i.

AISLAMIENTO DEL PEPTIDO “A" DE LA INSULINA POR ELECTROFORESIS
"EN MEDIO ACIDO DE UNA PORCION EMRIQUECIDA, EN UN GEL GRANULAR.

La solucidn enriquecida en el péptido_"h“ se obtuvo por sul-
£itdlisis y cianogenflisis de una porcién enriquecida en proteina hi-
brida al 50% p/p. El residuo sSlido obtenido al evaporar el dcido £8r
mico después de la cianogendlisis se suspendid en 50 ml de una solu-
cibn diluida de acetato de amonio a pH 4 para liofilizarse. El liofili
zado se resuspendid en una solucidn de beta-alanina-HCl de fuerza i&-
nica 0.01, a pH 3, y se recuperd la fraccidn soluble junto con una se
gunda fraccién obtenida equilibrando nuevamente el precipitade con la

misma solucidn.

Una alicuota de 3 ml de la fraccifn soluble se depositd sobre
la superficie del lecho del gel empacado en la columna y equilibrado
con una solugién de beta-alanina 0.0645M y Acido clorhidrico 0.05M. La
muestra se hizo migrar hacia el 8nodo a 2 watts durante 3 horas, hasta

la llegada del frente ZETA-BETA al extremo inferior del lecho empacado.

Como elcctrolito superior {catolito) se usd una solucidn de
Scido acético 0.04M y beta-alanina 0,055M de pH 4,24, y como electro-
lito inferior (anoclito) una solucidn de beta-alanina 0.02M y dcido
sulfdrico 0.01N, de pH 3.6. Antes de aplicar la muestra se le adicio
nd sacarosa hasta una concentracidn del 2% p/v y rojo de fenol y azul

de bromofenol, ambos al 0,01%p/v.
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7.2. ANEXO II,

ASPECTOS THORICOS Y METODOLOGICOS CONSIDERADOS EN EL DISENO DEL
APRRATO PARA ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

En comparacidn con la electroforesis analitica, la electroforé-
sis con fines preparativos invelucra masas mayores:ie gel y tiempos de elec
groforésis mas largos. Ademds conviene que los componentes abandonen el gel
una vez separados, en cuyoc caso se requiere de algiin medic para colectarlos,
Memis de optimizar la concentracidn de mondmeros del gel, es necesario ha-
cer ciertas consideraciones para seleccionar el tiempo de electroforésis y

la longitud del gel apropiados.

A continuacibn se consideran algunos aspectos tefricos relaciona
dos con la resolucidn que puede obtenerse en las separaciones por electro-
forésis en gel de poliacrilamida, en presencia de DSS. Posteriormente se
discuten los aspectos pricticos que mis afectan el funcionamiento de la téc
nica de separacién para, finalmente, justificar el disefioc del aparato y las

condicicnes de operacidn indicadas.

En la electroforésis en gel de poliacrilamida la separacién entre
dos bandas estd gobernada por la ecuacidn de Ferguson (20) que relaciona la

movilidad electrofdrética (u) de los componentes con la concentracidn de mo

némero del gel{%T o T).
log u = 1log Yo - KR T

En esta expresidn Yo Yy KR son respectivamente la movilidad libre (en ausen-
cia de la restriccidn a la migracidn que ofrece el gel) y el coeficiente de
retardo cuyo valor num@rico corresponde al valor absoluto de la pendiente

de la curva log u = £(T).

La separacidn (diferencia de posiciones) al cabo de cierto tiem-

po de electrofordsis es:
Ax=Au E t

-~ )-'r': IUERECTRNCEY § 4 N ¢
ty,), 10 ‘_‘na E SN ST oE ¢

x es la posicidn, E el campo eléctrico vy t la duracidn de la_electroforésis.



En el caso particular en el que las curvas u = f(T)'se intersec-
tan para T = 0, (Yoja = (Yo)b, como ocurre para las proteinas desnaturali-
zadas con DSS (20). A T = 0 no hay separacién, al aumentar T aumentan & u
y A x hasta un Gnico méximo, para T = Thax (por definicidn). Al aumentar T
mis de Thax' las movilidades de ambos componentes se aproxima asintdética-

mente a cero, A u también se aproxima a cero. -

341 ;as aplicaciones analiticas de la electroforésis, Tmax no es
necesariamente la concentracidn éptima de mondmeros del gel debido a la de
pendencia del coeficiente de difusidn aparente de los componentes con la
concentracién de monémeros (el ancho de la banda y la concentracidn del gel).
81 se considera la desviacidn estdndar del perfil de concentracidn de las
bandas en funcidn de la distancia viajada, se observa que la resolucidn &p-
tima ocurre para un valor de T = prt mayor que qhax' Para valores de T ma-
yores a Ehax se reduce la separacidn entre los centros de los picos, pero
también.se reduce el grosor de la banda debido a la disminucién del coefi-
clente de dispersién (la difusidn pura contribuye pzrcialmente al ensancha
miento de la banda). Se consigue mejorar la resolucidn; sin embargo, si se
aumenta demasaiado la concentracidn de mondmeros, la disminucién en la se-
paracidn se sobrepone al efecto de la agudeza de las bandas y se pierde la

resolucidn.

En las aplicaciones preparativas de la electroforésis en gel de
peliacrilamida es necesario optimizar la resolucidn por unidad de tiempo,
En este caso la variable de respuesta no es la distancia migrada sino el
tiempo de elucién del componente de interés, por lo que se regquere optimi-
zar tanto la concentracidn de mondmeros del gel como su longitud. En una
electrofordsis analitica {de duracidn fija) es posible detectar componen-
tes de Rf muy pequefio. En una electroforésis preparativa (de trayectoria
fija) estos componentes eluirian en tiempos excesivamente grandes en com-
paracidn con el tiempo de elucidn del frente. Esto representa inconvenien
tes ya que la concentracidn de los componentes disminuye conforma pasa el
tiempo por lo que se dificulta su deteccidn o simplemente se diluyen inng
cesariamente. Como una aproximacidn valida, T _ , como se define para la

max
electroforésis en gel de poliacrilamida de duracidn fija, representa la
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mejor concentracién de mondmeros para electroforésis en gel de poliacrila-
mida de trayectoria fija (preparativa). Para valores de T mayores disminuye
¢l coeficiente de difusidn, pero aumenta la duracidn de la electroforésis
antes de la éluciﬁn. En las condiciones mencionadas, para valores fijos de
campo eléctrico y de longitud del gel, el ensanchamiento de las bandas es
casi constante e independiente de los coeficientes.de repartoc. Ya que la
resolucién es similar para valores de T entre Tﬁax Y Topt' para valores de
T cercanos a Tﬁax la elucidn es més rdpida, por lo que se mejora la resolu

cién por unidad de tiempo.

El tamafic de muestra aplicada por unidad de drea de seccidn trans
versal afecta notablemente la resolucidn y en cierto grade la recuperacién
de los componentes, de manera que para conseguir cierta resolucidn y recu-
peracidn en las separaciones preparativas por electroforé@sis en gel de poli
acrilamida es necesario limitar la cantidad de los componentes de interés o
de los componentes adyacentes. Idealmente, los contaminantes deben poseer
movilidades mayores que los compbnentes de interé@s para que ocupen los si-
tios de adsorcidn del gel y reduzcan la reactividad de los sitios donadores

de radicales libres estaclonarios en el gel,

Las dimensiones de los aparatos comerciales para electroforésis
préparativa en gel de poliacrilamida permiten procesar algunos miligramos
de muestra,.: Un aumento en la seccidn transversal del gel proporciona un
aumento proporcional de capacidad de muestra; sin embargo, existen ciertas

limitacidnes al respecto,

El gel constituye al mayor resistencia eléctrica del sistema por
lo que ahi se genera la mayor cantidad de calor cuando fluye corriente, el
cual debe retirarse instantfnea y uniformemente del gel. Si el gel se en-
fria inadecuadamente se producen gradientes de temperatura dentro de &1,
el campo eléctrico se distorsiona en forma cdncava en la direccidn en que
migran las bandas, Cualquier distorsién de las bandas o desviacidn de su
paralelismo reduce considerablemente la capacidad de resolucidn del siste
ma usado. Al aumentar éifé;ea_de,la seccion transversal del gel, mantenicn
do el mismo gradienterae §Qtenqial, se obtiene un aumento proporeional en

la corriente eldctrica y por supuesto en el calentamicnto ohmice. En camblo,



88

la disipacidn de calor no aumenta en la misma proporcidn ya que se aumenta
la distancia entre las superficies de intercambio de calor. En un tubo, la
geometria anular minimiza el gradiente radial de temperatura. Considerando
los voltajes.requeridos para realizar una separacidn razonablemente riapida,
el anillo del gel no debe exceder ciertas dimensiones, a causa de la redu-

cida conductividad térmica de los geles de poliacrilamida.

Para valores fijos de fuerza idnica y densidad de corriente, al
aumentar el gradiente de potencial disminuye la duracién de la electroforé
sis (para una longitud del gel fija), con lo que se disminuye la dispersién
de las bandas por difusidn. El tiempo de elucidn es inversamente proporcio-
nal al voltaje; sin embargo, el calentamiento ohmico varia proporcionalmen-
te al cuadrado del voltaje. El calentamiento ohmico por unidad de drea de
seccidn transversal limita el tamafio del aparato y por ello, la cantidad de
muestra que puede procesarse sin gue las bandas se deformen apreciablemente

debido a gradientes de temperatura dentro del gel,

En un aparato para electroforésis preparativa, inmediatamente de-
bajio del gel debe haber una cémara_del menor volimen posible a través de la
cual fluya constantemente un electrolito. Esta cdmara de elucidn sirve para
colectar las bandas que migren fuera del gel. El dispositivo de elucidn de-
be permitir la recuperacidn cuantitativa de los componentes separados, evi-
tando su dilucidn excesiva. Por razones técnicas, el flujo a través de ci-
maras de seccidn circular no es uniforme. Ademis, durante la electroforésis
se degorma el lado anddico del gel, lo que causa disturbios en el fluio del
electrolito provocande el mezclado de las zonas dentro de la cimara de elu-
cidn. Los defectos del flujo a través de cimaras de elucidén de seccidn cir-
cular conducen a la necesidad de mejorar la elucidn de las bandas por otros

medios.

La concentracidn del electrolito en la cémara de elucidn deter-
mina la conductividad especifica, la cual tiene influencia sobre el campo
eléctrico (E = i/k) en la cémara de elucidn. El'objetivo principal del dis
positivo de elucién cs conseguir que cada una de las sustancias que llegan

al final del gel separador entren tan rapido como sea posible en el elec-
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trolito de elucidn para ser retiradas del aparato. Esto significa que el
campo eléctrico debe ser mayor en la cimara que en el gel para que las sus
tancias que lleguen al final del gel se aceleren hasta su movilidad libre
en el electrolito de elucidn, conservandose la resolucidn de los componen-
tes con el minimo de dilucidn. Si se usan estas condiciones de elucidn, es
conveniente contar con otra cidmara debajo de la dé'elucién en la que fluya
el mismo electrolito a mayor concentracién, para evitar la pérdida de las
sustancias a travds de la cimara de elucifn hacia el electrodo. Los elec-
trolitos de estas camaras pueden separarse por medio de una membrana semi

permeable.

El aparato construido para purificar a la proteina hibrida por
electroforé@sis en gel de poliacrilamida se muestra en la figura 17. Con-
siste en un tubo de vidrio con una seccidn transversal anular de 3 em’,
provisto de una chaqueta exterior de enfriamiento. Las esferas_de vidrio
laterales contienen a los electrodos y a los electrolitos correspondientes,
los cuales se renuevan continuamente durante la electroforfsis. La camara
de elucidn estd comprendida entre la parte inferior del gel separador y
una membrana de diflisis Spectrapor 3 sujeta por un anillo de vidrio y un
empaque de goma a la pared del tubo. Dentro de la cldmara se encuentran,
en la parte inferior, el extremo del tubo que succiona el electrolito de
elucibén, y en la parte superior el extremo del tubo que introduce el elec
trolito de elucidn. Del otro lado de la membrana se hace pasar el electro
lito inferior para mantener estables las caracteristicas de la interfase.
Las concentraciones iénicas del gel separador, del electrolitoc de elucidn
¥y del electrolito inferior se basaron en las consideraciones mencionadas
respecto a la influencia de las concentraciones ifnicas en torne a la cé-

mara de elucifn, sobre su eficiencia de elucidn,

.
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PROCEDIMIENTO DE OPERACION DEL APARATO. :

El aparato se coloca en posicién vertical, sujeto por medio de
pinzas a un soporte, y se colocan los electrodos y las mangueras de elec-
tolitos {arriba) y de gases (abajo), en las esferas de vidrio.

Se coloca el anillo de vidrio que sujeta la membrana de diilisis
de manera que quede invertida con respecto a la po;icién indicada en la fi
gura. Se coloca (arriba) el tapdn que sujeta el tubo de alimentacifn del
electrolito inferior el cual se introduce al tubo de vidrio, sobre la mem-
brana de dijlisis, hasta llenar la esfera de vidrio.

El aparato se gira 180° de manera que la burbuja de aire que se
forma debajo del tapdn (ahora en la parte inferior) se pase a la esfera de
vidrio y se elimine por la menguera de escape de los gases de elactrdlisis.

Se hacepasar agua por la chaqueta exterior y se coloca (arriba)
el tapdn de los tubos del sistema de elucidn, de manera que el extremo in
ferior del tubo de succitn quede a 1 0 2 mm de la superficie de la membra
na de didlisis,

Se introduce al tubo una solucidén de sacarosa al 20% p/v, en el
electrolito del gel separador, por medio del tubo de succidn hasta una al-
tura de 3 a 4 cm sobre la membrana de didlisis, Sobre esta solucién densa
se deposita cuidadosamente la solucidn del gel separador por medio de una
manguera de tefldn. Se succiona la solucidn densa por medio del tubo de
succidén hasta que la interfase con el gel separador quede de 2 a 3 mm arri
ba del nivel inferior del tubo de inyececidn. Sobre la parte superlor del
gel geparador se deposita un volilimen pequefio del electrolito del gel sepa
rador y se deja polimerizar durante una hora.

El aparato se inclina ligeramente y se succiona el electrolito
remanente sobre el gel separador. Se deposita la sclucidn del gel concen-
trador y se recubre con un voliimen pequefic del mismo electrolito del gel.
Una vez polimerizado el gel concentrador se elimina el remanente de elec-
trolito y se introduce el electrelito superior.hasta llenar la esfera de
vidrio.

Se inyecta el electrolito de elucidn a la camara de elucidn por
medio del tubo de succlon (completamente lleno de la solucién densa) hasta
llenar la trayectoria del tubo de 1nyeccion al recipiente del electrolito
de elucidn. En ese momento se’ invierte el sentido ‘del flujo, el cual se

ajusta al escogido para la elucion Yy se inicia la coleccion de fracciones.
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La muestra disuelta en la solucidn desnaturalizante se deposita
entre la superficie del gel concentrador y el electrolito superior por me
dio de una manguera de tefldn y se inicia inmediatamente la electroforésis.

La muestra de mayor tamailio que se procesg coh buenos resultados
fué de 15 mg de proteinas disueltas en 5 ml, empleande una trayectoria de
3 cm de gel concentrador y de 5 cm de gel separado;. bDurante el empacamien
to de la muestra se mantuvo constante la corriente a 50 mA; la separacién

se realizd a una potencia constante de 5 watts.
PREPARACION DE LAS SOLUCICNES PARA LA POLIMERIZACION DEL GEL,

Gel separador - 4% T, 3% C (15 ml)

1.4 ml de agua destilada

7.5 ml de electrolito GAMA *

6.0 ml de solucién de acrilamida de 10% T, 3% C.

100 ul de solucidn de persulfato de amonio al 10% p/v
15 ul de TEMED

Gel concentrador 3% T, 3§ C (9 ml)

2.4 ml de agua destilada

4,5 ml de electrolito BETA *

3,0 ml de soclucidn de acrilamida de 103 T, 3% C

100 pl de sclucidn de persulfato de amonio al 10% p/v
10 p)1 de TEMED

* Los electrolitos GAMA y BETA se preparan como se indica en el anexo If.



(1)

(2)

(3}

(4)

(5)

(6)

(7)

- 93
8./ BIBLIOGRAFIA '

Fowler A, V. .

Aminoacid Sequence of P~Galactosidase. VII. Isclation of the 24
Cianogen Bromide Peptides.

J. Biol. Chem., (1978), 15, 5499 - 5504.

Gross E.-
The Cyanogen Bromide Reaction.
Methods in Enzimology, (1967), 11, 238 - 254,

Katsoyannis, P. G., and A. Tometsko.

Insulin Synthesis by Recombination oflA and B Chains: A Higly
Efficient Method,

Proc. Natl. Acad. sic., (1966), 55, 1554 - 1561.

Bailey J. L.
Techniques in Protein Chemistry, (1967), 110 - 133,
Elsevier Publishing Company. Amsterdam. Segunda edieibn.

Goeddel, D. V., D.G..Kleid, F. Bolivar, H.L. Heyneker, D.G. Yansura,
R. Crea, T. Hirose, A. Kraszewski, K, Itakura, and A.D. Riggs.
Expression in Escherichia coli of Chemically Synthesized genes

for Human Insulin.

Proc. Natl. Acad. Sei. USa, (1979}, 76, 106 ~ 110.

Craven, G. R., E. Steers Jr., and Ch. B. Anfinsen.
Purification, Compositibn, and Molecular Weight of B-Galactosidase
of Escherichia coli X112,

Karger, B. L., Snyder, L. R., and Horvath, C.
An Introduction to Separation Science, (1973), 109 - 178; 557 - 578.
John Wiley and Sons. New York.



(8)

N

(10)

(1)

(12}

(13)

(14}

Bier, M,, and Allyger, T. T.

Electrokinetic Separation Methods, (1979), 443 - 469.
Elsevier/North~Holland Biomedical Press. Mmsterdam.
(Righetti, P, G., Van Oss, C. J., and Vanderhoff, J. W. ed.)

Chrambach, A., Jovin, T. M., Svendsen, P. J., and Rodbard, D.
Methods of Protein Separation, Vol 2, (1976}, 27 - 144,

Plenum Press, New York. (Catsimpoolas, N. ed)

Nichol, J. C., E. B. Dismukes, and R. A. Alberty.

Weak Electrolite Moving Boundary Systems Analogous to the
Electrophoresis of Two Proteins.

J. Amer. Chem. Soc., (1958), 80, 2610 - 2615.

Jovin T, M,

Multiphasic Zone Electrophoresis. I. Steady-~State Moving-Boundary
Systems Formed by Different Electrolyte Combinations; II. Design
of Integrated Discontinuous Buffer Systems for Analytical and
Preparative Fractionation; III. Further Analysis and New Forms

of Discontinuous Buffer Systenms.

Biochemistry, (1973), 12, 871; 879; 890 - B98.

Regnier, F. E.
High- Performance Liquid Chromategraphy of Biopolimers.
Science, (1983), 222, 245 - 252.

Laemmli, U. K.
Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4.

Hess, H. H., M. B. Lees, and J, E Derr.

AR linear Lowry-Folin Assay for Both Water-Soluble and Sodium
Dodecyl Sulfate-~Solubilized Proteins. -

Anal. Biochem., (1978), 85, 295 - 300.



(15)

(16)

(17)

(18)

{(19)

(20)

95

Wickoff, M., D. Rodbard, and A, Chrambach.

Polyacrilamide Gel Electrophoresis in Sedium Dodecyl Sulfate-
Containing Buffers Using Multiphasic Buffer Systems: Properties
of thé Stack, valid Rf-Measurement, and Optimized Procedure.
Anal. Biochem., (1977), 78, 459 - 482,

Allington, W. B., A. L. Cordry, G.A. Mc Cullough, D. E. Mitchell,
and J. W. Nelscn,

Electrobhoretic Concentration of Macromolecules.

Anal. Biochem., (1978), 85, 188 - 196.

Reynolds, J., A., and Ch. Tanford,

Binding of Dodecyl Sulfate to Proteins at High Binding Ratios.
Possible Implications for the State of Proteins in Biological
Membranes.

Proc. Natl. Acad. sci. USA, (1970), &6, 1002 - 1007.

Righetti, P. G., and F. Chillemi.
Isoelectric Focusing of Peptides.
J- Chromatogr., (1978) f 15_7' 243 - 251-

Jordan, E. M., and 5. Raymond. .
Gel Electrophoresis: A New Catalyst for Acld Systems.
Anal, Biochem., (1969), 27, 205 - 211.

Neville, D. M., Jr.

Molecular Weight Determination'of Protein-Dodecyl Sulfate
Complexes by Gel Electrophoresis in a Discontinuous Buffer System.
J. Biol. Chem., (1971), 246, 6328 - 6334.



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Objetivo
	3. Introducción
	4. Parte Teórica
	5. Parte Experimental
	6. Conclusiones
	7. Anexos
	8. Bibliografía



