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PROTEİN İZOLASYONU
• HÜCREDEN PROTEİN İZOLASYONU

• 6’lık well plate’ e 1.000.000 hücre (3.000.000’a kadar ekim yapabilirsin) ekimi yapıyorsun.

• 24 h sonra madde uyguluyorsun

• 48. h’de besiyerini çek at

• Bu aşamadan sonra malzemeler ve örnekler hep buza saplı olsun.

• Scraper ile kazı, lizatı ependorf tüpe al (pastör pipetle çek)

• 300 g’de 5 dk santrifüj yap (santrifüj soğuk olsun)

• Süspansiyonu at, pellet dipte

• Yaklaşık 750 µl soğuk PBS ekle

• Vorteksle

• 300 g’de 5 dk santrufuj yap

• Supernatant’ı at

• Pellet üzerine 200-250-300 µl aralığında 1X cell lysis buffer+proteaz+fosfataz inhibitörü ekli çözeltiden ekle

• Pipetleme yap

• Buza sapla 30 dk

• Arada çıkarıp vorteksle

• 4°C’ de 14000 g’de 10 dk santrifüj yap

• Supernetantı al kaldır.



Proteinlerin belirlenmesinde ve miktar tayinlerinde kullanılan başlıca yöntemler



Bradford yöntemi ile protein miktar tayini

• -20°C de tutulan proteinler buzun üstüne alınarak proteinlerin
erimeleri sağlanır.

• Protein örneğinden 5 μl protein bir kuyucuğa eklenir. Her bir örnek
için 3 tekrar yapılır.



• Protein içeren kuyuların her birine 245 μl Bradford eklenir. (Bradford
solüsyonu +4°C de alüminyum folyo ile sarılı olarak bulunmaktadır.
Bradford solüsyonu kullanılmadan önce çok köpürtmeden birkaç kez
çalkalanmalıdır.)

• Kontrol olarak bir kuyucuğa 5 μl üreli lizis buffer eklenir ve üzerine 245
μl Bradford eklenir.

• 595 nm’de plate okuyucu ile ölçüm alınır. (Infinite M Plex from Tecan
plate okuyucu cihazı ile ölçüm alınır.)






