9. PROTEIN PROFIL ANALIZLERINDE BELIRLENEN PROTEIN
KUMELERINDEN PEPTIT IZOLASYONU(TRIPSINIiZASYON)

JEL UZERINDEKiI PROTEIN KUMELERININ JEL ICINDE SIiNDIRIMI
(TRIPSINIZASYON)

Yapilan analizler sonucunda belirlenen protein spotlarinin kiitle spektrometresi analizleri
icin tripsin enzimi ile proteinlerin peptitlerine ayrilmasini saglayan tripsinizasyon islemi
uygulanmalidir. Proteinlerin geri kazanimi i¢in, iki veya tek boyutlu SDS-PAGE jellerinden
ilgilenilen bolgelerin kesimi yapilarak, baslangic yikamasi ve boyanin uzaklastirilmasi,
rediiksiyon-alkilasyon, yikama dehidrasyon, tripsin eklenmesi ve ekstraksiyon asamalari

gerceklestirilmektedir.

Ilgilenilen protein kiimeleri robotik bir sistem olan SpotCutter (Bio-Rad) cihazinda 1 veya
1.5 mm capli daire pargalar1 seklinde kesilir. Bu amagla 6nce jel goriintiilenir ve kesimi
yapilacak protein kiimeleri PDQuest 8.0.1 programi araciliiyla belirlenir. Kesimi yapilan
pargalar, her bir kuyucuguna daha once 200’er pl. ddH>O koyulan V tabanli plaka

kuyucuklarina robotik kol tarafindan aktarilir.

Tripsinizasyonda Kullanilan Cozeltiler

100 mM NH4HCOs3

e 50 mM NHsHCO3

e 9% 100 ACN

e 10mMDTT

e 55 mM iodoasetamit

e Ekstraksiyon tamponu:
% 1 Formik asit

% 2 ACN

HPLC su

e Tripsin (5 ng/ul)



Tripsinizasyon Protokolii

Hazirlanan soliisyonlar kullanilmadan 6nce 37 °C’de 6n 1s1ya tabi tutulmalidir.
50 ul 100mM NH4HCO3 (Amonyum bikarbonat) kuyucuga ilave edilir.

50 ul ACN (Asetonitril) kuyucuga ilave edilir.

10 dk. 37 °C’de inkiibe edilir.

Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekilir.

50 ul 100mM NH4HCO3 (Amonyum bikarbonat) kuyucuga ilave edilir.

50 ul ACN (Asetonitril) kuyucuga ilave edilir.

10 dk. 37 °C’de inkiibe edilir.
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Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekilir.
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. 50 ul ACN kuyucuga ilave edilir.
. 5.dk. 37 °C’de inkiibe edilir.
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. ACN pipetle geri ¢ekilir.
. 10 dk. 37 °C’de inkiibe edilir.
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. Hazirlanan DTT-amonyum bikarbonat karisimindan (taze hazirlanmahdir) 50 pl
alinarak kuyucuga eklenir.

15. 30 dk. 37 °C’de inkiibe edilir.

16. Hazirlanan iodoasetamid-amonyum bikarbonat karisimindan (taze hazirlanmalhidir) 50

ul alinarak kuyucuga eklenir.

17. 20 dk. 37 °C’de inkiibe edilir.

18. 100 ul ACN kuyucuga eklenir.

19. 5 dk. 37 °C’de bekletilir.

20. Kuyucuktaki tiim siv1 geri alinir.

21. 50 ul 100mM Amonyum bikarbonat kuyucuga ilave edilir.

22. 10 dk. 37 °C’de bekletilir.

23. 50 ul ACN kuyucuga eklenir.

24. 5dk. 37 °C’de bekletilir.

25. Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekilir.

26. 50 pul ACN kuyucuga eklenir.

27. 5dk. 37 °C’de bekletilir.

28. Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekilir.

29. 50 ul ACN kuyucuga eklenir.
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5dk. 37 °C’de bekletilir.

Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekilir.

15 dk. oda 1s1sinda bekletilir.

Sng/ ul tripsin 50 mM amonyum bikarbonat ¢dzeltisi i¢erisinde hazirlanir.

Her kuyucuga 30 ul dilue tripsinden eklenir.

30 dk. oda 1s1sinda bekletilir.

Plate tizeri strech filmle kaplanir ve 37 °C’de en az 4.5 saat bekletilir (gece boyunca).
Plate 15-30 dk. sogumasi i¢in disar1 ¢ikarilir.

Ekstraksiyon tamponu hazirlanir

Ekstraksiyon asamalarinda her kuyu icin yeni pipet ucu kullanilmahdir!!!

30 ul ekstraksiyon tamponu eklenir.

Kapag1 kapali bir sekilde 30 dk. oda 1s1sinda bekletilir.

Cok kisa siireli bir santrifiij yapilir.

Sivi faz, temiz PCR plakasina ¢eker ocak altinda aktarilir.

12 pl ekstraksiyon tamponu ve 12 pl ACN her bir kuyucuga eklenir.

30 dk. oda 1sisinda beklenir.

Siv1 faz PCR plakasi tizerine ¢eker ocak altinda dikkatlice tekrar ilave edilir.
Kurumaya birakilir (Kurutma islemi i¢in yardimer cihaz kullanilmadigi durumda
kuruma siiresi s1vi miktarma gore degismekle beraber en az gece boyu siirebilen bir
asamadir).

Kuruma iglemi sonrasinda ileri analizler igin plaka iizeri kapali olarak +4 °C kosulunda

saklanabilir.
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