3. Hafta: Proteinlerin Ekstraksiyonu ve Fraksiyonlanmasi: Hiucre lizis yontemleri,
homojenizasyon, sonikasyon, fransiz basing hiicresi, alimina ve kum ile 6gitmek,
cam boncukla vortekslemek, enzimatik ve deterjan uygulamalari.
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Proteinler, dodal ortamlari disinda genellikle kararsizdir ve hiicre ici kompartmanlarla
hicre disi sivilar arasinda 6nemli farkliliklar gdsterirler. Normal biyolojik ortamindan
ekstrakte edilen her protein, fonksiyonunu goésterebilmek igin bazi spesifik kosullara gerek
duyar. Bunlarin iyi belirlenebilmesi ve o proteinle calisilacagi zaman o kosullarin
saglanmasi gerekir. Hiicre igi bir proteinin saflastiriimasi igin éncelikle hiicre, saflastirlacak
proteine zarar vermeden pargalanmalidir. Bazi tip doku ve hiicreleri pargalayan (lize eden)
standart yontemler bulunmakla birlikte, bazi durumlarda aktif proteini maksimum verimle
elde edebilmek igin alternatif bir pargalama yéntemi gelistiriimesi gerekebilir.

Genel olarak, bir protein izolasyonunun ilk basamaginda, doku yikanir ve parcalanir.
Bundan sonraki santrifiij basamagi da ¢Oziinlr proteinleri, membran fraksiyonu ve
¢dzlinmez debrisden ayirmak amaciyla yapilir. Sonugta saflastirilan materyal, incelenir
veya saklanir. Doku, kan kalintilari veya diger hiicre disi materyallerden uzaklastirmak igin
tampon ¢ozeltiyle ile yikanir. Mikrobiyal hiicreler ise santriftijlendikten sonra reslispanse
edilir ve tekrar santrifiijlenerek biyutildigli ortamin atiklarindan temizlenir. Doku
parcalanmasi sonunda ele gegen ve “homojenat” olarak adlandirilan ekstrakt, genel olarak
10 dakika 15 000 g'de santriftijlenir. Bu islem sonunda elde edilen supernatant ham
ekstrakt (crude eksrakt) adini alir. Pellet (cOkelek) ise  membran fraksiyonu
icermektedir. Eger ham ekstraktta yiizen partikiiller varsa slizgeg kadidi ile stziilimelidir.
Protein drnekler 40C, -200C, -800C veya sivi azot iginde (-2000C) saklanmalidir. Bu
asamada proteinlerin stabilizasyonu icin gliserol ilave edilmelidir. Kliglik hacimlar halinde
saklama, yapilacak her islem icin tim o6rnegin ¢Oziinmesini 6nleyecedi icin oldukca

avantajlidir.

Hiicrenin Fraksiyonlanmasi
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Huicre ici farkl fraksiyonlarin belirlenmesi icin o hiicrenin pargalanmasi (lize edilmesi) ve
her bir kompartmanin birbirinden ayrilmasi gerekir. Bu olaya “hiicre fraksiyonlanmasi”
denir. Bunun icin dnce hiicrenin parcalanmasi, daha sonra da homojenattaki organel ve
partikillerin birbirinden ayrilmasi gerekir. Hicre lizisi igin c¢ok cesitli ydntemler

bulunmaktadir, bu ydntemler parcalanacak materyale gore farklilik gosterir.

En fazla kullanilan hiicre lizis yontemleri

1- Homojenizasyon,

2- Sonikasyon,

3- Fransiz Basing Hucresi,

4- Ogutmek,

5- Cam boncukla vortekslemek,

6- Enzimle sindirim,

7- Deterjan ile lizis,

8- Organik ¢ozucuyle lizis,

9- Osmotik sok ve

10- Dondurma—Eritme lizisidir.

Homojenizasyon

Homojenizasyon yumusak dokularin parcalanmasindaki ©6nemli yollardan biridir.
Homojenizasyon islemlerinde, dokular blenderda dogranabilir veya cam bir kap icinde
teflon bir kol ile sikistirilarak ezilebilir.

Sonikasyon

Sonikator, vibrasyonlarla hilicre duvari veya membrani pargalanarak gergeklestirilir.
Oncelikle sonikatdr probu érnek icine daldirilir ve titresim siddeti ayarlanir. Sonikasyon ile
parcalama isleminde genellikle plastik test tipleri kullanilir. Bu yéntemde lizis siresi 5-10
dakikadir. Sonikasyon siresi sonunda hicrelerin parcalanma derecesi faz kontrast
mikroskobu ile kontrol edilebilir. Bu ydontem E. Coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae
ve homojenize beyin dokusu gibi birgok érnek igin basarili bir sekilde kullanilabilir.

Fransiz Basing Hiicresi ( French Pressure Cell)



Bu yontemde 6rnek yliksek basing altinda bulunurken aniden atmosferik basinca gegilir ve
boylece hiicre lizisi gerceklestirilir. Bu sekildeki hizli basing degisikligi hicrelerin
patlamasina neden olmaktadir. Bu yontem genellikle bakteri ve maya hiicrelerinin lizisinde
kullanilir.

Aliimina veya Kum ile Ogiitmek

Bu tiir sirtiinmeyi arttirici bir materyalle yapilan 6giitme islemi genellikle tek hiicreli
organizmalar icin kullanihr. Bu islemde kullanilan maddeler oldukca ucuzdur, ancak
materyal en az 30 gram olmalidir. Lizis sliresi,

Enzimatik Uygulamalar

Enzimatik yollarla hiicre pargalanmasi islemi, mikroorganizmalar igin kullaniimaktadir. Lizis
suresi 15-30 dakikadir. Genel olarak hiticrelerin parcalanmasi amaci ile lizozim enzimleri
uygulanmaktadir.

Deterjan ile Lizis

Deterjan ile hiicre lizisi, hayvan hicresi kiltirleri icin cok kullanilmaktadir. Duslik deterjan
konsantrasyonunda vyeterli hiicre lizisi saglanabiliyorsa, bu y®&ntem proteinlerin
ekstraksiyonunda dider lizis yontemlerine gore tercih edilir. Lizis siiresi 20-90 dakika
arasinda degismektedir. Deterjan olarak % 0.1 - 0.3 konsantrasyonunda Triton X -100
Onerilmektedir. Bunun yanisira iyonik deterjanlar (SDS, LiDS, sodyum kolat, sodyum
deoksikolat), non iyonik deterjanlar (Triton X -114, Nonidet P - 40, oktilglukozid, Tween
20 gibi) ve zwitteriyonik deterjanlar (CHAPS, Zwittergent 3 -14) da kullaniimaktadir. Bu
yontem ile ekstraksiyon sonrasi proteinlerin stabilizasyonu icin ekstrakta % 50'lik gliserol
eklenmesi gerekir.

Organik Coziicii ile Lizis

Organik ¢ozlicl ile hicre lizisi bakterilere uygulanmaktadir. Bu yontem ile pargalanan
hiicreler filtre lizerinde tutulur ve burada antikor veya nikleik asid problari ile inkiibe
edilebilir.

Osmotik Sok ile Lizis

Hucreler bir hiicre duvari ile korunmamigsa, hipotonik ¢ozelti icinde osmotik sok etkisi ile

parcalanabilir. Bu yontem genellikle eritrositlere uygulanmaktadir.



Dondurma - Eritme Lizisi
Dondurma eritme isleminin birkac kez tekrarlanmasi, hiicre parcalanmasina neden

olabilmektedir. Bu yontem 0&zellikle denattirasyona dayanikh ve proteolizden korunmus

stabil proteinlerle calisildiginda uygundur.



