Protein izolasyonu, Miktar Tayini ve Western blot ydntemi

1. Protein izolasyon yontemi .
2. Bradford yontemi
3. Western blot yontemi Y4



PROTEIN IZOLASYONU

HUCREDEN PROTEIN iZOLASYONU
6’lik well plate’ e 1.000.000 hticre (3.000.000’a kadar ekim yapabilirsin) ekimi yapiyorsun.

24 h sonra madde uyguluyorsun

48. h’de besiyerini cek at

Bu asamadan sonra malzemeler ve 6rnekler hep buza sapli olsun.
Scraper ile kazi, lizati ependorf tlipe al (pastor pipetle ¢ek)

300 g’de 5 dk santrifiij yap (santriflij soguk olsun)

Slspansiyonu at, pellet dipte

Yaklasik 750 ul soguk PBS ekle

Vorteksle

300 g’de 5 dk santrufuj yap

Supernatant’i at

Pellet Gzerine 200-250-300 pl araliginda 1X cell lysis buffer+proteaz+fosfataz inhibitori ekli cozeltiden ekle
Pipetleme yap

Buza sapla 30 dk

Arada cikarip vorteksle

4°C’ de 14000 g’de 10 dk santrifij yap

Supernetanti al kaldir.



Proteinlerin belirlenmesinde ve miktar tayinlerinde kullanilan baslica yontemler

Yintemn Hassasivet Etki tarz Aovantajlars Dezavantajlary
280 nm de 0.02-3.0 mg rml Aaromatik amino asidlerinn B Kolaw, hizls, Hassasiven disik.,
absorbamns gruplarimmn 280 nmm”deka MNUIMUNey e Zarar defisik proteinlerin

UV absorbansina dayvanar. wvermedl Finden. AT
( ) numune azalmaz.

konsantrasy ori
farklh absorbans
degerlent verir.

205 nm*de
absorbans
(umzalk TTW)

L.O— 10D e e arnl

Peptid baglarn bu dalga boyvunda
absorbsiyon verir.

Folawy, hazls,
NUIMUNey e FArar
vermedl Zinden.,
numune azalmaz.

Bitiin TV WIS
spekitrofotometreler
bu dalga bovunda
Gloemez. tamponlar
da bu dalga
bowvunda absorbans
wverabalir.

™Ninhidrim 20-50 g Proteinler d. H2SO, ile 100 Cde Hassas, diger Hidroliz siiresi wuwsun
inkiibe edilereck hidroliz edilir. aromatik we derisik asid
Aomino asidlernin ninhidrin 1le bilesikler kullamilmass
verdikler: pembe renk 570 nm’ de reak=siyona tehlikell
absorbsiyvon gbsterir. EITTTNE .

Bisinkomnilc 20-100 e e rrnl Bakur ayvirac:, protein tarafindamn Hassas ve kolay, Pahala.

asid indirgendiginde bisinkomk asid diger bilesikler Kosullar
ile reaksivona girer ve 562 nm de reaksiyona degistirilirse farkl
absorbsivon gisteren bir bilesik EITITYEE sonuglar elde
VETrir. edilebilir.

Biuaret I-10 mglml Bakir ayviracinin proteinlerle Ucuz ve kolay. Hassasiven disik.
verdif menckse renkli bilesik Diger bilesikler
550 nm 'de absorbans gGsterir. reak=siyvona

Zirmez.

Bradford 150-750Le 1l Coomassie Brilliant Blue G-250 FKolay ve hi=zli, Adkals pH  taka
boyvasimn proteinlere baglanmasi orta derecede tamponlar deneve
esasina dayanir. Maksimmurm hassas. ethi eder.
absorbans 595 nim.

anr}r F30-150pu e/l Bakur/fosformohibdik/fosfotungstik | Hassas. Acovviraglarin
asi1d aviraci proteinle etkileserek hazirlanmas1 wzun
T50 nm’de absorbans gisteren bar slirell ve biraz
bilesik wverir. ugErasmmals.

Giimiisle 150 ng-20wug/ml | Glumils ivonlanmn proteinlere Cok hassas. Kelatlayuic: ajanlar,

bovama bagZlanmasi esasina davanir. deterjanlar wve

indirgen maddeler
reaksivona etki
edebilir.




Bradford yontemi ile protein miktar tayini

e -20°C de tutulan proteinler buzun Uustine alinarak proteinlerin
erimeleri saglanir.

* Protein 6rneginden 5 pl protein bir kuyucuga eklenir. Her bir érnek
icin 3 tekrar yapilir.

4&, X j—ifL.-B‘SA.Std.




* Protein iceren kuyularin her birine 245 pl Bradford eklenir. (Bradford
solisyonu +4°C de aliminyum folyo ile sarili olarak bulunmaktadir.
Bradford soltisyonu kullanilmadan 6nce cok kdoplrtmeden birkac kez
calkalanmalidir.)

* Kontrol olarak bir kuyucuga 5 pul treli lizis buffer eklenir ve Gzerine 245
ul Bradford eklenir.

* 595 nm’de plate okuyucu ile 6lcim alinir. (Infinite M Plex from Tecan
plate okuyucu cihazi ile 6lcim alinir.)
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