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ביוכימיה – רוקחות – תשע"א
שיטות הפרדה

נושאי המעבדה:

1. כרומטוגרפית ג'ל

2. השקעת חלבון על פי נקודה איזואלקטרית של חלבון

3. דיאליזה

4. אלקטרופורזה – SDS

חומר קריאה: לנינג'ר מהדורה רביעית, עמ' 89-95

1. כרומטוגרפיית ג'ל - Gel Chromatography:

כרומטוגרפיית ג'ל מאפשרת הפרדת חומרים בעלי משקל מולקולרי שונה. הקולונה עשויה פולימר המורכב ממולקולות גבה מולקולריות היוצרות סבכה ע"י קישור ביניהן, במקרה שלנו נשתמש בקולונת ספדקס שהוא פולימר של סוכר. סבכה זו עשויה מגרגירי ספדקס מותפחים במים היוצרים שתי פאזות: פאזת הג'ל (פאזה נייחת), דרכה יעברו מולקולות קטנות בלבד המסוגלות להיכנס אל תוך הגרגירים ופאזת הנוזל (פאזה ניידת), דרכה יעברו מולקולות קטנות וגדולות כאחד. מולקולות קטנות "יאלצו" להיכנס ולצאת מן הגרגירים לפיכך ישהו יותר זמן בקולונה. מולקולות גדולות ינועו רק בתוך הפאזה הנעה ולכן ישהו זמן קצר יחסית בקולונה. באופן גס ניתן לומר שחומרים בעלי משקל מולקולרי גבוה יותר יצאו ראשונים מן הקולונה ובהתאם לגודל יצאו האחרים, כך שניתן לצייר גרף של נפח אילוציה ביחס ישיר למשקל המולקולרי ואף ניתן לנבא גודל של חלבון מגרף זה. חשוב לציין שהשיטה מניחה שכל החלבונים כדוריים ובמקרה והם לא, ההפרדה מורכבת יותר.

במעבדה זו נבצע הפרדה בין המוגלובין שהינו חלבון גבה מולקולרי שצבעו חום -אדום לבין נגזרת של החומצה האמינית אספרטט (N-DNP-L-Aspartate) שצבעה צהוב. 
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N-DNP-L-Aspartate
בליעת ההמוגלובין תיבדק באורך גל של 480 nm
בליעת האספרטט תיבדק באורך גל של 420 nm
מטרת התרגיל: הפרדה בין חלבון-המוגלובין ונגזרת של חומצה אמינית N-DNP-L-aspartate, הנמצאים בתערובת, באמצעות קולונת ספדקס, כמודל לבצוע כרומטוגרפית ג'ל.

תמיסת ההמוגלובין מתקבלת ע"י המוליזה של תאי דם אדומים. תאי הדם האדומים מפוצצים ע"י הרחפתם במים מזוקקים. בעזרת סרכוז משקיעים את שברי התאים והנוזל העליון הוא תמיסת ההמוגלובין.

    א. ביצוע ההפרדה:

סמן כ-15  מבחנות בגובה 1 מ"ל על ידי הוספת 1 מ"ל מים לאחת מהן וסימון פניהן בעזרת מסמן. מספר את המבחנות מ-1 עד 15. מבחנות אלה ישמשו לאיסוף הנוזל היוצא מן העמודה, נוזל האלוציה.

ב. הכנת התערובת:
 העבר 0.25 מ"ל מתמיסת ההמוגלובין ו- 0.25 מ"ל מתמיסת ה- N-DNP-L-Aspartate למבחנה  

 נקייה וערבב בזהירות.

    ג. העמסת התערובת להפרדה:

1. פתח את ברז יציאת הנוזל בקולונה והורד פני המים בעמודה כמעט עד לפני הג'ל (ראה לא ליבש בשום פנים את הג'ל). 
2. סגור את פתח היציאה, הצב כלי לאיסוף מתחת ליציאת העמודה.
3. הוסף על פני העמודה, (ע"י טפטוף על הדופן) בזהירות רבה 1.0 מ"ל של התערובת באמצעות טפי. 
4. פתח את ברז היציאה ותן לתערובת להיכנס לתוך העמודה, כמעט עד פני הג'ל, וסגור 
 שנית. 
5. שטוף ב- 0.3-0.2 מ"ל מים את שארית התערובת שעל דופן העמודה ואפשר לנוזל השטיפה  להיכנס לתוך העמודה. חזור על פעולה זו פעם נוספת. הוסף מים עד ל- 15 ס"מ מעל פני הג'ל והשאר את העמודה לטפטף. 

ד. תהליך האלוציה:

       אסוף מקטעים של 1 מ"ל למבחנות שהכנת (1-15) החל מיציאת ההמוגלובין. המשך 
       לאסוף מקטעים של 1 מ"ל עד ליציאת כל החומר מהעמודה. 
ה. הכנת עקומת כיול ל – :N-DNP-L-Asp  

  השלם את הטבלה המצורפת והכן עקומת כיול של N-DNP-L-Aspartate בהתאם לטבלה.
 תמיסת N-DNP-L-Aspartate בריכוז של 1mg/ml תשמש להכנת עקומת הכיול

	מס' מבחנה
	N-DNP-L-Aspartate (μl)
	השלמה עם מים ל- 1ml
	ריכוז N-DNP-L-Aspartate mg /  ml
	O.D. (420 nm)

	1
	0
	
	
	

	2
	5
	
	
	

	3
	25
	
	
	

	4
	50
	
	
	

	5
	100
	
	
	


  קרא את מבחנות עקומת הכיול בספקטרופוטומטר באורך גל 420nm כאשר מבחנה מס' 1 

  משמשת לאיפוס המכשיר.

ו. קביעות ועיבוד תוצאות:

קבע את הבליעה של כל המקטעים שאספת, ב- 480nm (פיק הבליעה של המוגלובין), ב-  420nm (פיק הבליעה של N-DNP-Aspartate). רשום את התוצאות בטבלה הבאה.

 במידת הצורך, ערוך מיהולים מתאימים כך שהקריאות יהיו נמוכות מ- 0.8 O.D.
	מספר מבחנה
	בליעה באורך גל 420nm
	ריכוז N-DNP-L-Aspartate mg/1ml
	בליעה באורך גל של 480nm

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	

	5
	
	
	

	6
	
	
	

	7
	
	
	

	8
	
	
	

	9
	
	
	

	10
	
	
	

	11
	
	
	

	12
	
	
	

	13
	
	
	

	14
	
	
	

	15
	
	
	


2. קביעת הנקודה האיזואלקטרית של קזאין:

    הנקודה האיזואלקטרית או ה- pH האיזואלקטרי הוא אותו pH שבו סכום המטענים השליליים בחלבון שווה לסכום המטענים החיוביים. המטען נטו שווה אפס, אם כי מספר המטענים יכול להיות גבוה. במצב זה אין מולקולת החלבון מראה תכונות חשמליות, היא לא תנוע בשדה חשמלי, הזיקה אל המים תהיה מינימלית, כלומר המסיסות תפחת ותחול השקעה של החלבון.

בצוע הניסוי
קביעת הנקודה האיזו אלקטרית של קזאין תיעשה על ידי הוספת תמיסת קזאין לתמיסות בופר בעלות pH שונה. קביעת הנקודה האיזואלקטרית תיעשה באמצעות מעקב אחר מסיסות הקזאין ב- pH שונים.

      באמצעות יחסים שונים של חומצה אצטית ושל המלח שלה הכן את שורת הבופרים הבאה:

	מס'

מבחנה
	0.1 M 

CH3COOH ml
	0.1 M

CH3COONa ml
	pH

מתקבל

	1
	4.6
	0.4
	3.6

	2
	4.4
	0.6
	3.8

	3
	2.55
	2.45
	4.6

	4
	1.5
	3.5
	5.0

	5
	0.9
	4.1
	5.4


ערבב היטב כל מבחנה, הוסף 0.5ml תמיסת קזאין 0.5% לכל מבחנה. עקוב אחר הופעת המשקע במבחנות השונות ורשום סדר הופעת המשקע בהתאם ל- pH השונים.

3. דיאליזה: 

בשיטה זו ניתן להרחיק מולקולות קטנות, אשר גודלן קטן מגודל החורים בשקית הדיאליזה. בתהליך הדיאליזה, שקית הדיאליזה המכילה תערובת מוכנסת לנוזל, אשר לתוכו יעברו רק המולקולות הקטנות בדיפוזיה. בדרך כלל נפח הנוזל גדול לעומת נפח התערובת אשר בשקית הדיאליזה על מנת ליעל את תהליך הדיפוזיה.

4. אלקטרופורזה:

שיטת האלקטרופורזה בג'ל היא שיטה להפרדת חלבונים בשדה חשמלי לפי המטען של החלבון או לפי גודלו. השימוש בדטרגנט (SDS), טעון מטען שלילי, המתחבר לחלבון, גורם לכך שההפרדה נעשית לפי משקל מולקולרי בלבד ולא לפי מטען החלבון. במעבדה תודגם הפרדת חלבונים בשיטת:

Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis - SDS-PAGE
  הג'ל הוא פוליאקרילאמיד המורכב מאקרילאמיד וביסאקרילאמיד. הג'ל נוצר על ידי             תהליך של פילמור בין שני חומרים אלו היוצר סבכה (הג'ל). הג'ל מורכב משתי שכבות:

stacking gel      - הג'ל העליון, הגורם לריכוז תערובת החלבונים.

running gel      -  הג'ל התחתון, בו מופרדים החלבונים.

בתום הפרדת החלבונים ע"ג הג'ל, הוא יצבע בצבע ספציפי לחלבון – Commassie-blue הנספח לחלבון באינטראקציה הידרופובית.

הכנת דו"ח מעבדה:

הדו"ח יכלול:

1. כרומטוגרפית ג'ל:
1. טבלת עקומת הכיול ושרטוט עקומת הכיול.

2. קביעת הבליעה (O.D.) בכל אחד מן המקטעים שנאספו וחשוב הריכוז של DNP-Aspartate במקטעים השונים.

3. שרטוט פרופיל אלוציה של DNP-Aspartate והמוגלובין בפרקציות השונות.

 ד. חשב כמה מיקרוגרם של DNP-Asp הושמו על העמודה בתערובת; האם קבלת אותן 

     חזרה בנוזל היוצא? באיזה נפח התפזרו יחידות אלו?

2. קביעת נקודה איזואלקטרית של קזאין:
מהי הנקודה האיזואלקטרית של קזאין? הסבר.

3.   דיאליזה ואלקטרופורזה: תאור הניסוי, תוצאות ומסקנות.
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