שיטות להפרדת חלבונים

1. הפרדה על פי גודל
א. שיטת הדיאליזה – מאפשרת הפרדה גסה של חלבונים גלובולריים  ממולקולות קטנות.
בשיטה זו מפרידים בין מולקולות גדולות לקטנות, תוך שמוש בקרום חדיר למחצה (קרום ברירני), שאינו מאפשר מעבר של מולקולות שמשקלן המולקולרי עולה על 10,000. מכניסים את התמיסה המכילה את החלבונים והמולקולות הקטנות יותר, לתוך שקית מחומר קרומי. את השקית טובלים בתמיסה מימית מתאימה (תמיסת בופר בדרך כלל). מולקולות קטנות, שהקרום חדיר להן, ינועו מהשקית אל התמיסה החיצונית על פי מפל הריכוזים (מריכוז גבוה שלהן לריכוז נמוך, שהינו למעשה, אפס, בתמיסה החיצונית) עד לשיווי משקל, כלומר עד להשוואת הריכוזים משני צדי הקרום. על מנת להמשיך את ההפרדה בשיטה זו, יש להחליף את התמיסה החיצונית מספר פעמים.

בשיטה זו ניתן להפריד מן החלבון סוכרים, מלחים, קופקטורים לא - חלבוניים או מולקולות קטנות אחרות.

ב.  שיטת כרומטוגרפית הסינון בג'ל או ה"מסננת המולקולרית" (סינון מולקולרי)-
מאפשרת הפרדת תערובת של מולקולות גדולות בעלות משקלים   
מולקולריים שונים (עד 800,000).
בשיטה זו מטעינים את תערובת החלבונים המיועדת להפרדה בראש עמודה הבנויה מגרגרים קטנים של פולימר תפוח בעל מבנה דמוי ספוג המכיל "מחילות" פנימיות רבות. מזרימים תמיסת בופר בקצב איטי. הפולימר אינרטי (אינו משתתף בריאקציות כימיות), ממקור טבעי או סינתתי שייך לפולימרים הקרויים בשם  הכולל שרפים, שהם חומרים הנוטים לספוח מים בכמויות גדולות ולתפוח.

מולקולות גדולות, שאינן נתקעות במחילות, יוצאות ראשונות, ואילו מולקולות קטנות יוצאות אחרונות. מכאן שסינון מולקולרי הפוך מסינון רגיל, בו החלקיקים הגדולים נתקעים והקטנים יוצאים. 

נפח האלוציה – הנפח הנדרש להוצאת החלבון. קיים יחס הפוך בין נפח האלוציה ל- log  של המשקל המולקולרי של החלבון. כך ניתן לחשב משקל מולקולרי של חלבון לא ידוע.

בעזרת ספקטרופוטמטר ניתן לקבוע מידית את ריכוז החלבון, כאשר גובה הפיק הוא מדד לכמות החלבון.

לכל עמודה יש להכין עקומה סטנדרטית, כיון שלכל קולונה יש נפח אפס -  נפח הממלא את הרווח בין הגרגרים (void volume) שונה, דחיסות שונה, גובה שונה.
2. הפרדה על פי מטען
א. שיטת ההשקעה האיזואלקטרית
ה-pH שבו לחלבון אין מטען נטו נקרא ה-pH האיזואלקטרי. מסיסות החלבון ב-pH זה היא מינימלית, היות וכוחות המשיכה האלקטרוסטטיים בין מולקולות החלבון הם מרביים והן נוטות לשקוע עקב היווצרות צברים. 

ב-pH האיזואלקטרי החלבון שוקע בקונפורמציה הטבעית שלו, וניתן להמיסו מחדש בתמיסה בעלת pH מתאים. 

מסיסות החלבון עולה עם שינוי ה- pH.

כל גורם שיקטין את האינטראקציה בין מולקולות החלבון לבין עצמן יגדיל את מסיסות החלבון.

Salting in– הוספת מלח לתמיסת חלבון מגדילה את מסיסות החלבון מכיוון שיש אינטראקציה בין מטענים הפוכים של המלח והחלבון וזה מקטין את האינטראקציה חלבון- חלבון.

Salting out – הגדלת  החוזק היוני (מחצית סכום מכפלת ריכוז כל יון בתמיסה במטען היון בריבוע) מעבר לערך קריטי מסוים תגרום דווקא להשקעת החלבון. במצב כזה החלבון והמלח מתחרים על מולקולות המים הדרושות הן להמסת המלח והן להמסת החלבון. כאשר ריכוז יוני המלח בתמיסה גבוה, קטן מספר מולקולות המים הזמינות להמסת החלבון. כך תגבר האינטראקציה חלבון – חלבון (משיכה בין מטענים מנוגדים חשופים במולקולות החלבון) והחלבון ישקע.

 השפעת ממיסים אורגניים על מסיסות החלבון 
    ממיסים אורגניים כמו כלורופורם ואצטון:

1. מקטינים את מסיסותם של חלבונים הידרופיליים, חלבונים בעלי מטענים חשמליים רבים, המסיסים היטב בתמיסות מימיות.

2. מגבירים את מסיסותם של חלבונים הידרופוביים, חלבונים המכילים מספר רב של חומצות אמיניות הידרופוביות, אשר מסיסותם בתמיסות מימיות קטנה ביותר.
הסבר: הוספת ממיסים אורגניים מקטינה את הריכוז האפקטיבי של המים. מספר הקבוצות הטעונות ה"חשופות" שאינן מוקפות במולקולות מים יגדל, ולכן תגבר המשיכה בין מטענים מנוגדים על מולקולות החלבון. כתוצאה מכך יווצרו צברי-מולקולות שיצרו גושים וישקעו.

לעומת זאת, אם נכניס כמות קטנה של ממס אורגני (כמו אתילן גליקול) לתמיסת חלבון המכילה קבוצות הידרופוביות, תגבר מסיסותו. ממס זה יוצר אינטראקציות הידרופוביות עם החלקים ההידרופוביים של מולקולת החלבון ומקטין עקב כך את האינטראקציות ההידרופוביות בין מולקולות החלבון לבין עצמן – ובכך הוא מגדיל את מסיסותן.

ב.  שיטת האלקטרופורזה  

שיטה להפרדה של חלבונים המצויים בתערובת, על פי תנועתם בשדה חשמלי המופעל על התמיסה בה הם מצויים.

חלבון בעל מטען נטו שלילי ינוע אל האנודה (האלקטרודה החיובית), ואילו חלבון בעל מטען נטו חיובי ינוע אל הקטודה (האלקטרודה השלילית). 

מהירות התנועה של החלבון תלויה ב:

צפיפות המטענים שעל פני החלבון

סוג התווך בו החלבון נע (ספיחה, חיכוך או מחסום פיסי הם מהכוחות הנגדיים שתווך יכול להפעיל).

 בדרך כלל התווך הוא נייר סופג או ג'ל המכיל בופר מתאים, שעליו מניחים  
("מטעינים") את תערובת החלבונים המיועדת להפרדה.

ג. שיטת הכרומטוגרפיה על מחליפי יונים

שרפים מחליפי אניונים  כמו  DEAE-C (דיאתיל אמינו אתיל - צלולוז) מכילים קבוצות הנושאות מטען חיובי.

שרפים מחליפי קטיונים כמו C- CM (קרבוקסי מתיל-צלולוז) מכילים קבוצות הנושאות מטען שלילי.

מטעני השרף מנוטרלים על ידי יונים בעלי מטען הפוך, המצויים בתמיסה.

כאשר מעבירים תערובת של חלבונים טעונים דרך מחליף יונים נספחים החלבונים אל השרף. עצמת הספיחה תלויה בצפיפות והרכב המטענים שעל החלבון.

חלבונים בעלי מטען זהה למטענים הקשורים אל השרף יידחו וחסרי מטען לא יתקשרו ולכן יצאו ראשונים. חלבונים בעלי מטען מנוגד לזה של השרף יתקשרו אליו.

כדי לשחרר חלבון שנקשר לשרף (פעולה הנקראת - הדחה) יש להחליש את זיקתו על ידי שינוי ה-pH של התמיסה (מה שישנה את מטען החלבון) או על ידי הגדלת ריכוז המלחים בתמיסה (שיתחרו עם החלבון על ההתקשרות לשרף), או שלוב שתי השיטות.

יוני המלח הם בעלי מטען גדול ביחס לנפחם, ועל כן מתחרים בחלבונים על הקישור לשרף. בנוכחות ריכוז גבוה של מלח החלבונים מתנתקים ויוני המלח נקשרים לשרף.

הדחת החלבון הקשור על ידי העלאת ריכוז המלח עדיפה כי מלח מייצב חלבונים, ואילו שינוי ה-pH עלול לפגוע במבנה החלבון.

3. הפרדה על פי זיקה
שיטת כרומטוגרפית הזיקה – הפרדה לפי זיקת קישור ספיציפית

אל השרף קשורות מולקולות של ליגנד (המולקולה הספיציפית אליה נקשר החלבון, כמו למשל, אנטיגן של נוגדן או אנלוג של סובסטרט של אנזים או מעכב תחרותי של אנזים או רצפטור- קולטן- של הורמון) באמצעות זרוע חיבור. כאשר תערובת חלבונים מוטענת על עמודה כזו, רק מולקולות חלבון בעלות זיקה ביולוגית ספיציפית לליגנד הקשור לשרף יסתפחו אל העמודה על ידי כך שיתקשרו בקשר חזק, אך לא קוולנטי, אלא הפיך, אל הליגנד הספיציפי שלהם. שאר החלבונים החסרים זיקה ספיציפית זו יישטפו החוצה. בהמשך ניתן לשחרר את החלבון על ידי הזרמת תמיסה של מולקולות ליגנד חופשי דרך העמודה. אלה מתחרות בחלבון הקשור ומשחררות אותו.

שיטה זו מאפשרת הפרדה של חלבון גם מתוך תערובת מורכבת ביותר, לדרגת ניקיון גבוהה בתהליך קצר.

