Purificazione di proteine
Cosa  significa purificare una proteina?

Significa che la proteina di interesse deve essere estratta dalla matrice biologica dove si trova e separata dalle altre componenti proteiche e non.

[image: image12.jpg]Fig. 11. Hypothetical partial structure of Sephacryl HR.




Problemi : purificare una proteina non è sempre facile, perché essa può essere presente anche in minima parte (~0.001%), da una miscela grezza contenente molte altre proteine, acidi nucleici, polisaccaridi, lipidi e molecole più piccole (zuccheri, amminoacidi, ormoni, ecc.) 
La strategia di purificazione è diversa a seconda del tipo di proteina, della sua localizzazione cellulare, della quantità di proteina necessaria per i propri studi.
Non esiste quindi una strategia universale, ma esistono diverse tecniche che possono essere utilizzate anche in successione.
· Dialisi

· Cromatografia di esclusione molecolare
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Dialisi
Dopo un passaggio di purificazione con solfato d'ammonio, la proteina d'interesse può trovarsi in un tampone altamente salino. Questo può essere indesiderabile per varie ragioni. 
Per eliminare i sali dal nostro campione si utilizza la Dialisi.
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In questa tecnica si fa uso di membrane semipermeabili in forma di tubi. La grandezza dei pori è tale che mentre gli ioni del sale sono liberi di passare, le molecole proteiche più grandi non lo sono. 
Per esprimere la porosità delle membrane da dialisi si parla comunemente di cut-off, esso si riferisce alla massa molecolare della più piccola proteina che può essere trattenuta.
cromatografia ad esclusione molecolare o setaccio molecolare
Una volta che una miscela di proteine è stata liberata dalle molecole più piccole mediante dialisi, le proteine possono venire separate in base alla loro grandezza mediante filtrazione su gel, detta anche cromatografia ad esclusione molecolare.
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Fase stazionaria:in genere è un polimero allo stato di gel.
Fase mobile: è una soluzione tampone o anche acqua.
Principio di funzionamento
Le molecole proteiche più grosse, completamente escluse dai pori, usciranno per prime dalla colonna cromatografica, venendo così a separarsi da quelle piccole che invece saranno frazionate in base ai loro pesi molecolari. 
Molecole escluse: sono quelle che hanno dimensioni tali da non penetrare nei pori del gel, per cui ne vengono escluse.

Esse si comporteranno in maniera identica cioè saranno eluite nel volume "escluso" della colonna.
Come regola generale il volume escluso è approsimatamente uguale a 1/3 del volume della colonna.
Molecole frazionate: sono quelle che penetrano in varia misura nei pori del gel a seconda del loro peso molecolare.

In base a queste definizioni si definisce:

Il limite di esclusione: come il peso molecolare della più piccola molecola incapace di penetrare nei pori del gel, per cui ne viene esclusa.

Intervallo di frazionamento: è l’intervallo dei pesi molecolari delle molecole frazionate. Il limite superiore è costituito proprio dal limite di esclusione.
Cromatogrammi
Raccogliendo in frazioni l’eluato e mettendo in grafico la concentrazione proteica delle frazioni raccolte in funzione del volume di eluato si ottiene un tipico diagramma cromatografico.
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5. Gel structure of agarose. (Lids. T. Docroral thesis. Acta Universitatis Upsaliensis
Reproduced by kind permission of the Author.)

Table 6. Properties of Sepharose.

Geltpe  Approx. % Beadsize  Fractionation range  Fractionation range
agarose um Globulac proceins. Dextrans

Sepharose 6 o 352165 10000- 4000000 L000D- 1000000

Sepharose 4B 4 45-165  60000=20000000 30000 5000000

Sepharose 2B =200 70000 =<0 00V VLD 100 000 - 20 K00 000
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Fig. 22. Partial structure of Sephadex.
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Fasi stazionarie utilizzate

Agarosio  E’ un polisaccaride derivante da particolari alghe rosse costituito da residui alternati di D-galattosio e 3,6-anidro-L-galattosio. Disponibile commercialmente come Sepharose, Sepharose CL (cross-linking con 2,3-dibromopropanolo), Bio-Gel A. Limiti di esclusione 10-40000 kD.
Il gel si forma spontaneamente raffreddando al di sotto dei 30◦C  una soluzione acquosa di agarosio riscaldata a 100◦C.
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Destrano  E’ un polimero di residui di glucosio uniti da legami (-1,6. E’ presente in commercio con il nome di Sephadex. La porosita’ dei gel a base di destrano e’ controllata dalla massa molecolare del destrano usato e dall’ introduzione di legami crociati ottenuti con epicloridrina. Limiti di esclusione 0.7-800 kD.                                                                         Il cosiddetto Sephacryl e’ destrano con legami crociati ottenuti con N,N’-metilene bisacrilamide. Limiti di esclusione 1-8000 kD. Il Superdex e’ un gel composito costituito da destrano covalentemente legato ad agarosio.





Cellulosa  Polimero di unita’ glucosidiche unito da legami (-1,4. Tramite epicloridrina vengono ottenuti i legami crociati essenziali per l’ utilizzo come matrice in cromatografia, il numero dei quali determina la dimensione dei pori.








Polistirene  E’ un polimero di stirene legato con divinilbenzene.



































