HAFTA XIV

Susturulmus Orneklerin Western Blotlama ile Dogrulanmasi



Hucre Lizatlarinin Hazirlanisi

Hlcrelerin Uzerindeki besiyerleri toplanir ve
hicreler ilik PBS ile yikanr.

Ardindan PBS cekilip hucreler platelerin
icerisinde -80°C’de dondurulur.

-80°C' den buz uzerme %lkarllan hiicrelerin
uzerine 500 sogutulmus ve proteaz
inhibitoru ilave ed|Im|§ RIPA tamponu eklenir.

Hicre kaldirici (scraper) ile hiicreler kaldirilir.

Ultra sonikatdor vyardimiyla hicreler iyice
parcalanir.

Santrifujun ardindan supernatan temiz bir
tupe alinir.




Toplam Protein Tayini (BCA yontemi ile)
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Western Blot

Hicre lizatlari  yldkleme boyasi ile
kaynatilir.

Her kuyucuga 10 pg toplam protein
gelecek sekilde kuyucuklara uygun
miktarda ornek yuklenir.

Hicre lizatlari  gradiyent SDS
poliakrilamid jelde yurGtular.

%5 BSA ile membran 1 gece bloklanir.

Primer antikor ve sekonder antikor
inkibasyonlari yapilir.

Membranin Uzeri bir miktar ECL ile
kaplanip LI-COR Fc Odyssey cihazinda
kemiliminesans 1sima ile  goérintd
alinmistir.




Foam pad

Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Foam pad

PVDF mebrana islak transfer sistemi
araciligiyla aktarilr.

Assembly of the Mini-Trans-Blot cassette.



HEK-293 Hiicrelerinde Protein X’in siRNA Araciligiyla ifadesinin Azaltilmasi
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Western Blot Sonucundaki Protein Bant
Profillerinin Image J programi ile Analizi

 Western blot sonucu goériuntulenen

proteinlerin bant kalinliklari Image J programi

araciligiyla degerlendirilmis ve sayisal degerlere donusturtlmustar.

e Butln protein bantlari aktin veya tibdlin ile normalize edilmistir.
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Magnifying glass (or use "+" and ™" keys)




