
Protein Challenges 
• Large molecules 

– Very hard to be synthesized chemically 

• Complicated purification processes 
– More than one method is usually used to purify proteins 

– Loss or denaturation of many proteins during the process 

• Complicated detection methods 
– Should take care of conformation change during processing 

• Unstable: 
– Held by weak forces 

– Easily destroyed in vitro and in vivo 

• Difficult to formulate for large scale purposes 
– Reproducibility is a challenge 

• Mostly delivered parenterally  
– Contamination is a serious issue 

– Difficult to protect from proteases when given orally 
Fall 2019 1 Dr. Aljamali_Biotech 



PROTEIN PURIFICATION 

SPECIAL TOPICS IN BIOPHARMACEUTICALS 
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  الملوثات من العدٌد على تحتوي أن البروتٌنات لمستحضرات ٌمكن
contaminants ًالمضٌفة، بالخلاٌا خاصة ملوثات إلى تقسٌمها ٌمكن والت 

 والتنقٌة التحضٌر بعملٌتً متعلقّة وملوثات بالمنتج، خاصّة وملوثات

Host Related Product Related Process Related 

Viruses, Bacteria 
Aminoacid substitution or 
deletion 

Growth medium 
components 

Host-derived proteins and 
DNA 

Denatured protein Purification reagents 

Glycosylation variants Conformational isomer Metals 

N- and C-terminal variants Dimers and aggregates Column materials 

Endotoxin Disulfied pairing variants 

Protein fragments 
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 Methods of Protein Purificationأهم طرق تنقٌة البروتٌنات 

 Differential التفاضلً والتنبٌذ Grinding of cells الخلاٌا سحق/طحن1.
Centrifugation 

 Solvent Precipitation بالمحل والترسٌب Salting out بالملح الترسٌب2.

 Column Chromatography العمود على الاستشراب3.
 Size Exclusion Chromatography (SEC) (Gel الحجم باستبعاد الاستشراب1.

Chromatography) 

 Ion Exchange Chromatography (IEC) للشوارد المبادل الاستشراب2.

 Affinity Chromatography (AC) بالإلفة الاستشراب3.

 باللجٌن أو بالضد الارتباط•

  المندمج البروتٌن بضد الارتباط•

 أخرى طرق4.
  Iso Electric Focusing (IEF)(التكهرب متساوي البؤر) الشحنة متساوي التبئٌر1.

 2D Gel Electrophoresis الأبعاد ثنائً الكهربائً الرحلان2.
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 غالباً ما نحتاج إلى تطبٌق أكثر من طرٌقة لتنقٌة البروتٌن موضع الاهتمام: ملاحظة



  البروتٌن كون على البروتٌن تنقٌة طرق تعتمد
 الخلاٌا، داخل بروتٌن أو الخلاٌا خارج مفرزاً 

 الخلوٌة بالأغشٌة مرتبطاً  أو حرّاً 

 ٌمكن (الخلاٌا خارج) مفرزاً  البروتٌن كان إذا•

 والشروع الخلاٌا حول الطافً السائل جمع

 .البروتٌن تنقٌة بعملٌات

 هناك تكون الخلاٌا داخل البروتٌن كان إذا•

 الأغلب على والقٌام الخلٌة جدار لتحطٌم حاجة

 الخلاٌا مكونات لفصل التفاضلً التنبٌذ بعملٌة

 الحاوٌة الخلوٌة السٌتوبلازما على والحصول

  فً المنحل) الحر البروتٌن على
 .(السٌتوبلازما

 تحرٌره فٌمكن غشائٌاً  البروتٌن كان إذا أما•

   أنزٌمات أو السطحً التوتر عوامل باستعمال
   .مختلفة ملحٌة وتراكٌز
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 التالٌة الطرق بؤحد الخلاٌا تحطٌم ٌمكن

  فٌزٌائٌة بطرق الخلوٌة الجدر تحطٌم•
gridding 

 grinding بالطحن–

 عبر ضغط بوجود الخلاٌا تمرٌر عبر–

 رإوس ذات سٌرنغات) دقٌقة مسامات

 (الأحجام مختلفة

  صوتٌة فوق لأمواج تواترات استخدام•
Ultrasound frequencies 

(ultrasonication) 

 طبقة تفكك السطح على فعالة عوامل استخدام•

 البلازمً الغشاء

 Freeze-thaw والإذابة التجمٌد من دورات•
cycles 
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 خطوات تحطٌم الخلاٌا لاستخلاص البروتٌن داخل الخلوي
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Cell Fractionation, and 
Differential Centrifugation 

Grind 
cells 

Centrifuge 
@ 600 g 

Sediment 
contains 
nuclei 

Then 
centrifuge 
longer 
@ 15,000 g 

Sediment 
contains 
mitochondria, 
lysosomes 

Then 
centrifuge 
even longer 
@ 100,000 g 

Sediment 
contains 
ribosomes, 
ER 

Soluble 
portion of 
cytoplasm. 
No 
sediment 
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مكونات  Differential Centrifugationالتفاضلً  التنبٌذٌفصل 

 الخلٌة تبعاً لحجمها وكتلتها وكثافتها 
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 والتنبٌذالعادي  التنبٌذالتفاضلً إلى  التنبٌذٌحتاج 
 ultracentrifugationالفائق 
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 Ammonium Sulfate Precipitation الأمونٌوم بسلفاتالترسٌب 

 بالأملاح الترسٌب ٌعتمد•

 عال   تركٌز إضافة على

 بحٌث الشوارد من جداً 

 من البروتٌن ٌتحول

 إلى المنحل الشكل

 ٌسمى ما وهو المترسب

  بالملح بالترسٌب
salting out 
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 Salting Outالترسٌب بالملح 

 مع عادة وتجري البروتٌن تنقٌة فً استخداماً  الطرق أكثر من بالملح الترسٌب طرٌقة تعدّ •

 ..البروتٌنات تمسّخ لمنع التبرٌد

 إلى البروتٌنات من خلٌط على الحاوي المحلول فً المستخدم الملح تركٌز تعدٌل وعبر•

 بذلك ٌمكن تنقٌته، المرغوب البروتٌن عنده ٌترسّب الذي التركٌز تماماً  تسبق التً النقطة

  .البروتٌن محلول تشوب التً البروتٌنات من العدٌد من التخلص

 الترشٌح عبر (الأخرى البروتٌنات على الحاوي) الراسب وإزالة جمع بعدها ٌمكن•
filtration المرغوب البروتٌن لترسٌب الملح تركٌز زٌادة ٌمكن وعندها ،التنبٌذ أو 

  .نفسه

 :هما رئٌستٌن خاصتٌن ٌملك حٌث شٌوعاً  الأملاح أكثر من الأمونٌوم سلفات ملح ٌعدّ •
 (مئوٌة 0 بالدرجة الماء فً ل/مول 3.9 حتى تصل) عالٌة انحلالٌة–

 (مئوٌة 0 بالدرجة الماء فً 23.5 إلى تصل) المحلول فً عالٌة شاردٌة قوة–

I-, Li+, Mg2 مثل أخرى لشوارد ٌمكن أنه إلى الانتباه ٌجب•
+, Ca2

+ and  Ba+ أن 

 تمسّخ إلى تإدي أن ٌمكن كما تنقصه أن بدلاً  البروتٌنات انحلال من تزٌد
 .البروتٌنات
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ٌّنة وبتؤثٌر ( pHعند درجة ) هٌموغلوبٌن كربوكسًانحلالٌة : 1مثال  مع

 لأملاح مختلفة الشاردٌةالقوة 
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Ammonium Sulfate 

(% saturated) 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Sample A280 1000 900 600 300 100 75 50 40 25 20 

Activity assay (units) 200 200 200 190 170 100 30 5 0 0 

ٌّن قدرة فصل البروتٌن المرغوب تنقٌته عن باقً البروتٌنات : 2مثال  وٌب
 الأمونٌوم سلفاتزٌادة تركٌز المنحلة عند 
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 الأمونٌوم سلفاتانحلالٌة العدٌد من البروتٌنات فً محالٌل : 3مثال 
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   Solvent precipitation( أو بالطور العضوي)الترسٌب بالمحل 

أٌضاً أن ترسّب ( والإٌتانولكالأستون )ٌمكن للمحلّات العضوٌة المختلطة بالماء •

 .البروتٌن

 low dielectricوبسبب امتلاك هذه المحلّات ثابتات ثنائٌة التكهرب منخفضة •
constants  المنحلةّ الشواردفهً تخفض القوة الانحلالٌة لمحالٌلها المائٌة الحاوٌة على. 

بسبب ( درجة مئوٌة 0غالباً )تستخدم هذه الطرٌقة أٌضاً عند درجات حرارة منخفضة •

 .كون المحل ٌتبخّر عند درجات عالٌة

أي نستخدم الطرٌقتٌن )ٌمكن لهذه الطرٌقة أن تزٌد من الفائدة من طرق الترسٌب بالملح •

 (معاً 

ٌّدة ( DMSOو  DMF)بعض المحلات العضوٌة المختلطة بالماء مثل : ملاحظة• تكون ج

 ( بسبب امتلاكها ثابتات ثنائٌة التكهرب عالٌة)فً تعظٌم انحلالٌة البروتٌنات 
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 مجموعات البروتٌنات معظم تمتلك•
 تشرد درجات لها عدٌدة متشردة
 .pKs مختلفة أساس/حمض

 جمٌع عندها تتساوى التً النقطة وتدعى•
 فً للجزيء والسالبة الموجبة الشحنات
 الشحنة تساوي بنقطة محددة pH درجة

isoelectrical point (PI)، ٌملك ولا 
 غٌر وٌكون شحنة أي البروتٌن عندها
 السالب القطبٌن من أي نحو للحركة قابل
 محلول تعرّض ما إذا الموجب أو

 .كهربائً حقل إلى البروتٌن

 تتؤثّر البروتٌن انحلالٌة فإن وهكّذا،•
 الشكل فً ٌبدو كما pH الباهاء بتغٌرات
 .المقابل

 ملاحظة هامّة

Solubility of b-lactoglobin as a 

function of pH at several (rather low) 

NaCl concentrations. 
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 عملٌة خلال استخدمت التً تلك خاصّة الأملاح، من الأكبر الكم لإزالة التّحال ٌستخدم•
 البروتٌن ترسٌب

 من الملح شوارد/جزٌئات تنتقل حٌث osmosis الحلول مبدأ على التّحال ٌعتمد•
  وسط تبدٌل وٌتم .نفوذ نصف غشاء طرفً عبر الأدنى التركٌز إلى الأعلى التركٌز
   للبروتٌنات المشوبة الأملاح معظم من نتخلصّ أن إلى مرات عدة التّحال

 Dialysis التّحال

Fall 2019 18 Dr. Aljamali_Biotech 



أمٌد  أكرٌلالبولً  هلامةالرحلان الكهربائً للبروتٌنات على 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 

  أمٌد أكرٌل البولً هلامة باستخدام vertical العمودي الكهربائً الرحلان ٌفصل•
 حركة ٌسببان واللذان البروتٌنات charge وشحنة size حجم على بناءً  بروتٌناتال

 أسرع بشكل الصغٌرة البروتٌنات ترحل حٌث السالب، أو الموجب القطب إلى البروتٌن
  .السالبة من أسرع الموجبة الشحنة ذات البروتٌنات ترحل كما الكبٌرة البروتٌنات من
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SDS PAGE 

  و mercaptoehanol (ME) مادتً عادةً  تستخدم•
sodium dodecyl sulfate (SDS) اتجاه لجعل 

 الموجب القطب نحو البروتٌنات لجمٌع الرحلان

 فهً البروتٌنات، لتمسخ ME مادة تستخدم•
 بٌن الكبرٌت ثنائٌة الجسور تحطّم مرجعة مادة

 للبروتٌنات المكوّنة الببتٌد عدٌدة السلاسل
  البروتٌنات تمسّخ على تعمل وبالتالً

 على كلٌّة سالبة شحنة SDS مادة تُضفً بٌنما•
 نحو جمٌعاً  تتجه ٌجعلها مما البروتٌنات جمٌع
 الوزن فٌه ٌكون وبشكل الموجب القطب

 البروتٌن لرحلان الوحٌد المحدد هو الجزٌئً
 .شحنته ولٌس

 ترتبط بؤصبغة الرحلان بعد الهلامة تلوٌن ٌمكن•
  زرقة صبغة مثل عنها وتكشف بالبروتٌنات
  بالفضة التلوٌن أو Coomassie Blue الكومازي

silver staining فً حساسٌة أكثر الأخٌر وٌكون 
 البروتٌنات عن الكشف
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Protein separation using SDS-PAGE 
(Laemmli system) 

Stacking 

gel 

Resolving 

gel 

1. Apply protein/dye samples 

         into polyacrylamide gel wells 

2. Run the electrophoresis until dye  

    reaches the end of the gel 

3. Remove the gel from the  

    apparatus and stain for  

    proteins 
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 تتؤلف عٌارٌات باستخدام SDS PAGE على الرحلان بعد للبروتٌنات الجزٌئً الوزن حساب ٌمكن

 إما المرغوب للبروتٌن الجزٌئً الوزن معرفة وٌمكن .الجزٌئً الوزن معروفة بروتٌنات من

 معروف بروتٌن كل قطعها التً للمسافة بٌانً منحنً رسم بعد أو الملوّنة الهلامة من مباشرة
 المرغوب للبروتٌن الجزٌئً الوزن واستقراء نفسه الجزٌئً وزنه بمقابل الجزٌئً الوزن
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  البروتٌنٌة الخلاصاتملوّنة بالفضة إثر انتهاء الرحلان الكهربائً لعٌنات مختلفة من  هلامة: مثال

MW    A       B        C       D       E        F        G  A/3  B/3  D/3 

225 kDa 

 

 

 

50 kDa 

 

 

35 kDa 

 

 

10 kDa 
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 Column Chromatographyعلى العمود  الاستشراب
 وٌحققّ البروتٌنات، من كبٌرة كمٌات لتنقٌة الأفضل الطرٌقة العمود على الاستشراب ٌعدّ •

 وٌعدّ  ،التمسّخ من البروتٌنات وٌحمً كبٌراً  جهدا ٌتطلب لا كما النقاوة من الأعلى المستوى
   الصٌدلانٌة البروتٌنات وتنقٌة صناعة فً المعٌارٌة الطرٌقة كله لذلك

 
• Ion Exchange • Affinity • Gel Filtration 
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 الاستشرابأو  SECبالاستبعاد  الاستشراب

 Gel C الهلامةعلى 

 ذات beads خرزات بشكل هلامٌة مواد من العمود ٌتؤلفّ•

   .الأحجام مختلفة pores مسامات

 الأوزان ذات البروتٌنات من خلٌط على الحاوي السائل ٌطبّق•

 المختلفة الجزٌئٌة

 صغٌرة البروتٌنات قبط ٌتم العمود، إلى بالدخول السائل ٌبدأ عندما•

 البروتٌنات استبعاد ٌتم بٌنما العمود مسامات داخل الجزٌئً الوزن

  البروتٌنات أول بذلك لتكون بسرعة العمود عبر تمرّ  والتً الكبٌرة
 .العمود من الخارجة أو eluted proteins “المشطوفة”

 خرجت elution  buffer الشطف وقاء من كمٌة أضفنا وكلما•

 أن إلى الأصغر ثمّ  الأصغر البروتٌنات بعض تحتوي مماثلة كمٌة

 من كبٌرة كمٌات استخدام بعد العمود من البروتٌن كامل ٌخرج

   .الشطف وقاء

 تراكٌز لتقدٌر نم 280 موجة طول على الامتصاص قٌاس ٌمكن•

 شطف عن الناتجة المختلفة الأجزاء فً المشطوفة البروتٌنات

 كل فً (مثلاً  الإنزٌمٌة) البروتٌنٌة الفعالٌة قٌاس ٌمكن كما العمود،

  المرغوب البروتٌن على الحاوي الجزء لتحدٌد الأجزاء تلك من
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Size-exclusion chromatography 
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Size-exclusion chromatography 

Absorbance at 280 is used to identify 

protein-containing fractions. You can 

also perform an enzyme specific assay. 
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 اللازم elution volume (Ve) الشطف حجم نسبة قٌاس عبر الجزٌئً الوزن قٌاس ٌمكن

 ٌسمّى والذي نفسه العمود جزٌئات ضمن به المحتفظ السائل حجم إلى البروتٌن لخروج
ٌّن .void volume (V0) المفرغ بالحجم  لشطف اللازم السائل حجم تناقص التالً الشكل وٌب

ٌّنة بروتٌنات    الجزٌئٌة أوزانها ازدٌاد مع مع
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 أنواع رئٌسً بشكل وهً ،الهلامة على الاستشراب فً استخداماً  المواد أكثر

 البعض بعضها عن تختلف الآغاروز أو أمٌد أكرٌل البولً أو الدكستران من
   للبروتٌنات الجزٌئً الوزن من دالتون بالكٌلو مقدّراً  التجزيء بمجال
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 IEC للشواردالمبادل  الاستشراب

 بناءً  البروتٌنات فصل على IEC ٌعتمد•

 charge شحنتها ادمصاص” على
adsorption).الفصل قدرة وٌمتلك 

 الاستشراب طرق مع بالمقارنة الأعلى

 .الأخرى
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 IEC للشواردالمبادل  الاستشراب

 تحمل ركازات من للشوارد المبادل العمود ٌتؤلف•

 إلى البروتٌنات ترتبط بحٌث سالبة، أو موجبة شحنات

 الشحنة بنوع ترتبط مختلفة بإلفة العمود جزٌئات

   .محدّدة باهاء درجة عند البروتٌن على المسٌطرة

 الشطف بوقاء العمود شطف ٌتم الارتباط، بعد•

 الضعٌفة الارتباط إلفة ذات البروتٌنات فتتحرك

 طرٌقها وفً العمود خلال غٌرها من أكبر بسرعة

 إلفة ذات البروتٌنات تلك تتحرّك بٌنما خارجه، إلى

 .بطٌئة بصورة العالٌة الارتباط

 وقاء إلى الشطف وقاء بتغٌٌر البروتٌنات شطف ٌمكن•

  الباهاء درجة بتغٌٌر أو عالٌاً  ملحٌاً  تركٌزاً  ٌحتوي
 أو stepwise متقطّع تغٌٌر عبر ذلك ٌتم أن ٌمكن)

 الملحٌة التراكٌز من مدروج بشكل متواصل

      (المتزاٌدة
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Ion-Exchange chromatography 

If pH mobile phase =7.2  

Then charge of the proteins:           (-)           (-)           (+)           (+) 
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Increased salt concentration 

Ion-Exchange chromatography 
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 IEC للشواردالمبادل  الاستشراب

-gel شاردٌة هلامة من أو cellulosic ions شاردي سللوز من للشوارد المبادل العمود ٌتؤلفّ أن ٌمكن•
type ions. 

 بالاستبعاد الاستشراب مع الشاردٌة الهلامات مرافقة ٌمكن استعمالاً، الأكثر الشاردي السللوز ٌكون وبٌنما•

 ٌجعل مما مضغوطة تكون ما عادة الهلامات أن إلا .نفسه العمود على للبروتٌنات أكبر فصلاً  ٌحقق مما
   .عادة أصعب العمود شطف
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 للشواردبعض أنواع المواد المستخدمة فً العمود المبادل 
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 بالإلفة الاستشراب
Affinity Chromatography 

 مادة مع (للعكس قابل بشكل) البروتٌن ٌرتبط•
 (antibody ضد أو ligand لجٌن) له متممة

 .صلب طور على مثبّتة

 مرة 1000 ب أفضل بالإلفة الاستشراب إن•

 وهو بمفردها، الأخرى الطرق من أي من

   .ممكناً  ذلك كان إن مفضّل
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Affinity chromatography 

1- Incubate crude 

sample with the 

immobilized ligand  

2- Wash away non bound 

sample components from 

solid support  

3- Elute  
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 Immunoprecipitationالترسٌب المناعً 

 على ٌحتوي الذي البروتٌنات خلٌط إلى مباشرة وإضافته صلب طور على الضد أو اللجٌن ربط ٌمكن•

 المرتبط الضد ٌرسب حٌث الأنبوب تنبٌذ ٌتم النوعً، الارتباط بعد .الضد أو للجٌن النوعً البروتٌن

 غسل عادة ٌتم .الأخرى البروتٌنات على الحاوي الطافً السائل وٌزال الصلب والطور البروتٌن مع

 البروتٌن بٌن الارتباط فك ٌجري وأخٌراً  .بالتنبٌذ غسل كل ٌتبع مناسب، بوقاء مرات عدة الراسب

 الطرٌقة هذه تدعى .المرغوب البروتٌن من عالٌة نقاوة على نحصل وبحٌث صلب، طور-ضد ومعقّد

   .الأبحاث فً كبٌر بشكل وتستخدم المناعً، بالترسٌب
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 بهدف تنقٌة البروتٌن  Fusion Proteinالتعبٌر عن بروتٌن مندمج 

  السلاسل إحدى إلى مندمج بروتٌن عن التعبٌر ٌمكن•
 “كواشف” بمثابة تستخدم التً البروتٌنٌة/الببتٌدٌة
 مورّثة تُغرس أن ٌكفً حٌث البروتٌن، تنقٌة فً عامة

 المشفّرة المنطقة بعد أو قبل تنقٌته المطلوب البروتٌن

 لارتباط هدفاً  تشكّل والتً الببتٌدٌة السلاسل لتلك

 من .خامل صلب طور على مثبتة أضداد أو لجٌنات

 :الببتٌدات تلك

•Glutathione-S-transferase (GST)، والذي 

  مع بارتباطه معه المندمج البروتٌن تنقٌة فً ٌساعد
 وٌجري صلب، طور على المثبّت الغلوتاتٌون

 .بالغلوتاتٌون الشطف

 Maltose-binding للمالتوز الرابط البروتٌن•
protein (MBP). المندمج البروتٌن تنقٌة وٌمكن 

 شطف وٌجري amylose الأمٌلوز من عمود على

 .بالمالتوز البروتٌن

 .6XHis or (His Tag) الهستٌدٌن من ثمالات ستة•

 أو النٌكل بمعدن المندمج البروتٌن تنقٌة وٌمكن

 وٌجري السداسً، الهستٌدٌن ٌربط الذي الكوبالت
 باهاء فً أو  imidazole بالإٌمٌدازول الشطف

 .منخفضة

 

 

Your Protein 
Goes Here 
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مقارنة بٌن الطرق الثلاثة لتنقٌة البروتٌنات على 

 Column Chromatographyالعمود 
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Typical Protein Purification Scheme 
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SDS PAGE of Purification 

• 10 micrograms of proteins 
loaded in each lane  

 

• Definition of lanes 

1. Complete mix of proteins 

2. High Salt 

3. Ion exchange 

4. Gel-filtration 

5. Affinity 
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 Isoelectrical Focusing (IEF)متساوي التكهرب ( البؤر) التبئٌر

 عندها تتساوى التً pH الباهاء درجة بؤنها isoelectric point (IP) التكهرب تساوي نقطة تعرّف•

   .مشحون غٌر البروتٌن وٌكون البروتٌن جزيء فً والسالبة الموجبة الشحنات

  مع التآثر من تمكّنه لشحنات امتلاكه عدم بسبب الترسب من قرٌباً  البروتٌن ٌكون PI نقطة عند•

 نفسها البروتٌنات جزٌئات بٌن التآثرات تثبط أن للأملاح وٌمكن المحلول، فً الموجودة الشوارد
   .precipitation وترسبها aggregation البروتٌنات تكدّس بذلك وتعزز

   .لترسٌبها للبروتٌنات PI نقطة استخدام ٌمكن•

 

 

 بٌن PIs نقاط فً الاختلاف اعتماد ٌمكن كما•

ٌّنة، باهاء درجات فً وتنقٌتها لفصلها البروتٌنات  مع

  (التكهرب) الشحنة متساوي التبئٌر لتقنٌة الأساس وهو
IEF ًالرحلان فً  كخطوة عادةً  تستخدم والت 

 .الأبعاد ثنائً الكهربائً

 هلامة باستخدام IEF تقنٌة فً البروتٌنات فصل ٌتم•

 تتوزع بحٌث الباهاء درجات من مدروج على تحتوي

 والموجب السالب القطبٌن بٌن لشحنتها وفقاً  البروتٌنات
 الشحنات عندها تتساوى pH منطقة إلى تصل أن إلى

 على قادراً  غٌر ٌصبح وبالتالً البروتٌن فً الكلٌة

 .منهما قطب أي نحو الرحلان
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[H+] [OH-] [H+] 
pI ~5 

Protein becomes increasingly -ve Protein becomes 

increasingly +ve 

[OH-] 

[H+] [OH-] [H+] 
pI ~5 

[OH-] 
pH ~3 

At pH 3 the protein will 

be +ve 

[H+] [OH-] [H+] 
pI ~5 

[OH-] 

At pH 7 the protein 

will be -ve 

pH ~7 
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 Isoelectric Focusingمتوازي الشحنة  التبئٌر
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   2D Gel Electrophoresis (2D GE)الرحلان الكهربائً ثنائً الأبعاد 

 المختلفة خواصها حسب البروتٌنات فصل منهما كل فً ٌتم خطوتٌن على 2D GE تقانة تعتمد•
 الباهاء درجات من مدروج وباستخدام الشحنة متساوي بالتبئٌر البروتٌنات تفصل :الأولى الخطوة فً–

 الجزٌئٌة أوزانها لاختلاف تبعاً  الكهربائً بالرحلان البروتٌنات تفصل :الثانٌة الخطوة فً–

 البروتٌنات على الحاوٌة الهلامة تإخذ ثم الأولى الخطوة فً أفقً كهربائً رحلان ٌجرى ما غالباً •
 ٌتم شاقولٌة ثانٌة هلامة سطح على الهلامة وتوضع البروتٌنات لتلك المختلفة PI لنقاط تبعاً  المفصولة

 .الجزٌئٌة لأوزانها تبعاً  البروتٌنات ٌفصل الذي العادي الكهربائً الرحلان تطبٌق بواسطتها

 
IEF •2 تطبٌق من الجمّة الفائدة تكمنD GE ًف 

 البعض، بعضها عن للبروتٌنات دقٌق فصل

 الأساسٌة المرتكزات إحدى التقانة هذه وتعدّ 

 نسج أو لخلاٌا proteome البروتٌوم لدراسة

ٌّنة، ٌّر لدراسة أو مع  بٌن الجٌنً التعبٌر فً التغ

 اختفاء أو ظهور ٌلاحظ حٌث مختلفة، شروط

 الخلاٌا تعرض لدى البروتٌن عصابات

  ،stress شدّة دواء، غذاء،) مختلفة لظروف

  (إلخ
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Typical 2-D Gel from Whole Cell or Tissue Sample 
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Gene Expression changes according to nutrients 
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