5.Hafta: Protein Ekstratinin Deristirilmesi: Tip ve yigin disk santrifiijleri, yogunluk

gradiyenti, gradiyentin fraksiyonlanmasi, flokilasyon, mikrofiltrasyon, liyofilizasyon.
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Santrifiij

Homojenattaki subsellliler fraksiyonlarin ayrilmasi, santrifijleme islemleriyle yapilir.
Birbirlerinden farkl boyut, yogunluk ve sekilde bulunan organeller veya partikiller
santrifiijlendiginde farkl hizlarda sedimante olurlar.

Diferansiyel santrifiijleme ile, bir karigimdaki partikiller boyutlarinin farklligina gore
ayrilirlar. Homojenat, relatif santriflij kuvvet (RCF) arttirildikga fraksiyonlarina ayrilir. Bu
teknikle, partikiiller boyutlarina gore blyikten kiiclige dogru ayrilir. Ancak bu yontemde
Baslangicta santrifiij tlipiindeki materyal, homojen bir dagihimda oldugu igin pellet her
zaman kontamine haldedir.

Diferansiyel ve gradient-dansite santrifiijleri birlikte uygulandiginda hiicrelerdeki degisik
kompartmanlar elde edilebilir. Hiicre organelleri elektron mikroskobu ile belirlenebildigi
gibi, organellere spesifik olan marker enzim aktiviteleri ile elde edilen fraksiyonlarin safligi
ile ilgili bilgi edinilir.

Diferansiyel Santrifiij

Merkez kag kuvveti kademeli olarak arttirlarak homojenat fraksiyonlu olarak ayrilir.
Bilesigin ayrilmasi, zamana, devir sayisina, partikil biiylikliigiine ve yogunluguna baghdir.
Yogunluk Gradient Santrifiij

Gradient-dansite santrifiiji ile yapilan saflastirmalar oldukga hassastir. Yogunluk
gradiyenti tekniginde sakkaroz, gliserin, sezyum klorlir kullanilarak olusturulan
gradientlerde santriflij yapilir. Genellikle sukroz kullanilarak yapilan dansite gradienti
Uzerine homojenat tabakalandirilir. Bu tiir islemlerde tiipiin dibine dogru dansite
arttirlmaktadir. Homojenat santrifiijlendiginde 6rnek iginde bulunan partikiil ve organeller
kendilerine benzer dansitede bir zon (bdlge) olustururlar. Bu yontem dlslk santrifij

hizinda gergeklestirilir ve ayinm yogunluga gore degil molekiil biyikligiine goére yapilir.



Gradient-dansite santrifiijleri ile hiicrelerdeki degisik kompartmanlar elde edilebilir. Hicre
organelleri elektron mikroskobu ile belirlenebildigi gibi, organellere spesifik olan marker

enzim aktiviteleri ile elde edilen fraksiyonlarin safligi ile ilgili bilgi edinilir.

Fraksiyon Marker Enzim
Nukleus DNA Polimeraz
Mitokondri Sliksinat Dehidrogenaz
Endoplazmik Retikulum Glukoz - 6 — Fosfataz
Golgi Cisimcigi Galaktozil Transferaz
Lizozozom Asit Fosfataz

Mikro Cisimler Katalaz

Plazma Membrani Nat / K* ATPaz
Sitoplazma Laktat Dehidrogenaz



