5. UYGULAMALI PROTEIN MIiKTAR TAYINI YONTEMLERI

A. BILGI

Protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan bazi1 yontemler agsagida siralanmistir
» Warburg-Christian yontemi

Biuret yontemi

Lowry yontemi

Bikinkoninik (BCA) asit yontemi
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Boya-baglama(Bradford) yontemi

Warburg-Christian yontemi protein ¢ozeltisinin UV absorbsiyonunun 6l¢iilmesi, diger
yontemler ise bir belirte¢ ile reaksiyon sonucu olusan renkli bir bilesigin goriiniir alanda

spektral olarak belirlenmesi esasina dayanir.

Renk olusma esasina dayali yontemler bagil yontemlerdir. Olusan rengin siddeti ile protein
yogunlugu arasinda bir orant1 vardir. Bu orantinin kurulmasi i¢in konsantrasyonu bilinen
standartlara ihtiya¢ duyulur. Standartlarla bir girafik olusturulur ve bu grafigin egiminden
yararlanilarak protein miktarlari bagil olarak hesaplanir. En yaygin kullanilan standar ise Bovin

serum albumindir (BSA).

Warburg-Christian yontemi

v’ Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle proteinler 280
nm’de maksimum absorbsiyon gosterirler. Proteinler bu 6zelliginden yararlanarak hizl
sonug veren bir yontemdir.

v Kolaydir ve hizli sonug verir ancak ¢ok duyarli degildir

v’ Niikelik asitler 260 nm’de maksimum absorbans gosterirler ve 280 nm’de de
absorbanslar yiiksektir. Bu nedenle incelenecek protein ¢ozeltisi miimkiin oldugunca
saf olmalidir aksi halde sonu¢ hatali olur. Bunun Oniine ge¢mek i¢in Warburg ve
Christian tarafindan tablo haline getirilmis bir seri hata diizeltme faktori kullanilir.

v" Bu yontem bulunan sonuglar; protein konsantrasyonu ( mg/ml ) = Faktér x A280
formiiliinde yerine konular. Formiildeki faktor degeri A280 / A260 oraninin tablodaki
degeridir.



v' Diger bir formiil ise Schleif ve Wensink tarafindan gelistirilmistir. Protein
konsantrasyonu ( mg/ml ) = 1.5 x A280 - 0.75 x A260 formiilii ile sadece 280 nm ve
260 nm’de Olgillen absorbanslardan giderek yaklasik protein miktarinin

hesaplanabilmektedir.

Biiiret Yontemi

v’ Yoéntem biiiret ayiracindaki bakir iyonlarinin (Cu*?) peptid azotlarmna baglanmasi
(biliret reaksiyonu) sonucu alkali ¢ozeltide 540-560 nm’de maksimum absorbsiyon

gosteren renkli bir kompleks (mavi renk) olusturmasi esasina dayanir.

v" Bu yontemde bakir iyonlar1 peptid ana zinciri lizerine baglanir bu nedenle aminoasit

cesitlerinin farkli olmasinin hi¢bir 6nemi yoktur

v' Pratik olmasi sebebi ile yaygin kullanilir ancak duyarliligi 1-10mg/ml arasindadir

Lowry Yontemi

v Bu yontemde iki farkli reaksiyon meydana gelir.

v’ Birinci reaksiyon Biiiret reaksiyonudur. Cu*? iyonlar1 peptid azotlarina baglanir ve Cu*!
iyonunu indirgenirler

v Ikinci reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu*! iyonlar1 varligindaki alkali kosullarda,
fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisi (Folin-Ciocalteau reaktifi) proteinlerdeki
fenolik amino asitlerle (Tyr, Trp, Cys) tepkime gostererek renk olusturur.

v Olusan rengin siddeti protein yogunlugu ile dogru orantilidir ve 660nm’de maksimum
absorbsyon verir

v Fenolik aminoasitlerle tepkime oldugu i¢in bu aminoasitlerce zengin proteinler ile daha
iyl sonu¢ alinir. Bu nedenle aminoasit bileseninin Slgiimler iizerinde etkisi vardir.
Ayrica amino tiirevleri, deterjanlar, lipitler, selatlayica ajanlar vb., maddeler 6l¢timleri

etkileyebilemetedir.

Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi

v Yeni bir yontemdir ve reaktif maddesi BCA’dir.



Lowry yontemine farkli bir uygulamasidir. Yine iki reaksiyon vardir.

Birinci reaksiyonda biiiret reaksiyonudur. Cu*? iyonlar1 peptid azotlarina baglanir ve
Cu*tiyonunu indirgenirler.

fkinci reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu*! iyonlar1 BCA ile renkli bir kompleks
olustururlar ve bu rengin siddeti protein yogunlugu ile orantilidir.

Olusan bu renk kompleksi 562 nm’de maksimum absorbans gosterir.

Yontemin duyarliligi Lowry yontemininkine yakindir ancak mikro 6l¢tim iglemi ile bu
duyarlilik ¢cok daha fazla arttirilabilir.

Indergen sekerler ve EDTA gibi Cu*? selatlayict maddeler 6lgiim sonuglarina etki

edebilir. Bunlar disinda diger maddelerle etkilesimi Lowry yontemine gore daha azdir.

Bradford (Coommascie Brillant Blue) Yontemi

v

1976 yilinda Bradford isimli arastirict tarafindan gelistirilmistir. Reaktif olarak
genellikle Coommassie Brillant Blue boyasi kullanilir

Yontemin esast boyanin proteinlere baglanarak renk olusturmasi esasina dayanir.
Rengin siddeti protein yogunlugu ile dogru orantilidir.

Bu boya arginin gibi bazik ve aromatik aminoasitlere baglanmaktadir. Bu nedenle bu
aminoasitlerce zengin proteinlerle etkilesim daha fazladir

Bu yontemde 6rnek miktart ile kullanilan boyanin hacmi ayarlanarak ¢ok hassas
Olgtimler yapilabilmektedir. Genel olarak kiivetli spektrometrik 6lgiimlerde 6rnek boya
orani 1:49°dur.

Yontem oldukga kolay ve hassas bir yontemdir. 595nm’de maksimum absorbans verir.
Duyarlilik 150-750pg arasindadir ve ayrica degisik tekniklerle hassaslik arttirilabilir.
Bu nedenler oldukg¢a yaygin kullanilmaktadir

Bazi maddelerle ve 6zelliklede deterjanlarla (Np40, Triton X....) etkilesimi fazladir. Bu
nedenle kullanilmadan 6nce proteinlerin ¢oziindiigli tamponlardaki (Lizis tamponu,
rehidratasyon tamponu...) maddeler bilinmeli ve etkilesim gosterdigi maddeler
aragtilmalidir. Orneklerin seyreltilmesi bu etkilesimi giderebilir. Genellikle 10 kat ve

tizeri seyreltmeler etkilesimi ortadan kaldirmaktadir.



Tablo. Bazi boyama yontemleri ve 6zellikleri (http://www.protein.ege.edu.tr/Konular/Protein%20tay.pdf)
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UV yontemi 0.02-3.0 mg/ml
(280nm)
Uzak UV 1.0-100 pg/ml
yontemi
(2zo5nm)
Bikinkoninik 20-100 pg/ml
asit yontemi
Bitire 1-10 mg/ml
yontemi
Bradford 150-750 pg/ml
yontemi
Lowry 30-150 pg/ml
yontemi

B.UYGULAMA

Bradford Yontemi

Aromatik amino
asitlerin (Tyr, Trp ve az
oranda Phe) 15181 280
nm de absorblar

Peptid baginma spesifik

Bakar iceren reaktif,
protein ile
indirgenerek
Bicinchonic asit ile
reaksiyon sonrasi 562
nm de dletim

Balar iceren realtif,
protein ile reaksiyon
sonrasi 550 nm de
dlclim

Coomassie brilliant
blue G-250 ile
proteinin pH bagimh
geri déniisimlil
baglanmas1

505 nm de dlciim
Bakar ve fosfo
molibdik/fosfotunsgti
k asit bilesiminin
protein ile reaksiyonu
sonucu olusan rengin
750 nm de dlciimii

Kit: Bio-Rad Protein Assay Cat:500-0006

Standart Bradford Yontemi

Basit ve hizh
Ornekte kimyasal bir
islem yok

Basit, huzh
Ornekte kimyasal bir
islem yok

Duyarh ve giivenli,
Diger yontemlere gore
girisim daha az

Reaktifler ucuz ve
hazirlamas: kolay,
Diger yontemlere gére
girisim az

Duyarhhk iyi, kolay ve
hizh

Duyarhilik iyi

Diisiik duyarhilik
Amino asit
kompozisyonuna
bagimh

Ozel ekipmana ihtiyac,
Tamponlar ile girisim

Reaktif pahal,
Tekrarlanabilirlik
diisiik

Duvyarhlik diisiik

Alkali pH, tamponlar ve
deterjanlar(SDS) ile
girisim

Zahmetli, deterjan ve
selatlayic1 ajanlara kars:
girisime acik

v' Bradford belirteci(ayirag, reagent) 1:4 oraninda seyreltilir (1 ayirac, 4 dd su). Daha

sonra Whatman-1 filtre kagidi ya da benzeri bir kagit ile filtre edilir ve

partikullerden arindirilir. Bu seyreltilmis ayira¢ oda sicakliginda yaklasik 2 hafta

durabilir.
v" BSA’dan 250, 500, 750 ve 1000pug/mI’lik standartlar hazirlanir. BSA nin lineer

caligma araligi 0.2 ile 0.9 mg/ml’dir.

v 100ul 6rnek ve standart temiz tiipe (kor i¢in ddsu ya da proteinin ¢6ziildiigii tampon)

pipetlenir daha sonra 4,9 ml seyreltilmis ayirag lizerine eklenir ve vortekslenir.


http://www.protein.ege.edu.tr/Konular/Protein%20tay.pdf

v' En az 5 dakika oda sicakliginda beklenmelidir. Bekleme arttikga absorbans artar
ancak bekleme siiresi 1 saati gecmemelidir.
v Biorad Smart Spektrofotometrsi ile 595 nm’de kiivetlerle spektrometrik 6lgiim

yapilir. Olgiimler iki ya da 3 tekrarli olmalidur.

Microtiter Plate (Elisa Plate) ile Bradford Yontemi

Kit: Bio-Rad Protein Assay Cat:500-0006

v’ Bradford belirteci(ayirag, reagent) 1:4 oraninda seyreltilir (1 ayirac, 4 dd su). Daha
sonra Whatman-1 filtre kagidi ya da benzeri bir kagit ile filtre edilir ve
partikullerden arindirilir. Bu seyreltilmis ayirag oda sicakliginda yaklasik 2 hafta
durabilir.

v' BSA’dan 100, 200, 300, 400 ve 500ug/ml’lik standartlar hazirlanir. Standartlar ve
ornekler en az 2 ya da 3 tekrarli okunmalidir.

v" Protein 6rneklerinin konsantrasyonlari yiiksek ise degisik oranlarda sulandirilarak
okuma aralig1 smirlarima g¢ekilmelidir. Bunun i¢in ornekler degisik sulandirma
oranlarinda plate kuyucuklarini yiiklenerek denenmelidir.

v' Her plate kuyucuguna 10ul ornek ya da standar tekrarlan ile birlikte konulur.
Kor(blank) kuyucuguna 10ul dd su ya da proteinin ¢6ziildiigii tampon konulmalidir.
Daha sonra tizerlerine 200ul bradford ayiraca eklenir ve plate mikroplate mikseri
kullanilarak calkalanir. Cok sayida 6rnek calisiliyorsa bekleme zamanlarinin ayni
olmas: i¢in ayira¢ multikanal pipetlerler konulmalidir.

v' En az 5 dakika oda sicakliginda beklenmelidir. Bekleme arttikga absorbans artar
ancak bekleme siiresi 1 saati gegmemelidir.

v" Uygun bir elisa okuyucundan 595 nm’de absorbanslar okunur.
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