SDS-PAGE ile Protein Ayrimi

Resolving Jel (%12)

% 30 Acrylamide/bis 6 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 3.75 ml
10 % SDS 150
ddH20 5.03 ml
TEMED 7.5 ul
10 % APS 75 ul

Stacking Jel (%4)

% 30 Acrylamide/bis 1.98 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 3.78 ml
10 % SDS 150 ul
ddH20 9 ml
TEMED 15

10 % APS 75 ul



1.5 M Tris-HCI
pH 8.8
(150 ml)

27.23 g Tris base (18.15 g/100 ml)
80 ml ddH20

6 N HCl ile pH 8.8’e ayarlanir.

ddH20  eklenerek 150 ml’ye

tamamlanir.

+4 °C’de saklanuir.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

6.00 g Tris base

60 ml ddH20

6 N HCl ile pH 6,87’ye ayarlanir.
ddH20  eklenerek 100 ml'ye

tamamlanir.

+4 °C’de saklanur.

10% (w/v) SDS (100 ml)

10.00 g SDS

90 ml ddH20

Yavasca karistirilir

ddH20  eklenerek 100 ml’ye

tamamlanir.

Oda sicakliginda saklanir.

10% (w/v) APS
(TAZE HAZIRLANIR.)

0.10 g Ammonium persulfate

1 ml ddH20




Jel Aparatinin Hazirlanisi

* Ince cam &n tarafa gelecek sekilde kalin ve ince camlar st Uste
yerlestirilir ve jel d6kme aparatina konulur.

* Camlari aparata taktiktan sonra iki cam arasinda sizinti olup olmadigi
kontrol edilir.

* Sizdirmiyorsa aparatin 6zel taragi iki cam arasina yerlestirilir ve
taraktan 1 cm asagisina cizik atilr.

* Bu cizik hizasina kadar resolving jel dokuldr.
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Jel Hazirlama

Genellikle proteinler 100 kDa’'un Uzerindeyse %8’lik,
40-100 kDa arasindaysa %10’luk ve 40 kDa'un -
altindaysa %12’lik jel hazirlanir. Proteinler buyldukce ey
jel yuzdesi klcullr cunkl yuzdesi daha az olan jelde, e |
por araligl daha genis olacagindan buyuk proteinler
daha rahat hareket ederler.




Protein buyulkligi (kDa) Jel Yizdesi (%)

4-40 20
12-45 15
10-70 12.5
15-100 10
25-200 3

400



 Jel dokulurken iki katmanh dokulur;
* Proteinlerin yuradagu kisim, running, resolving kisim.
e Taraklarin oldugu kisim, stacking kisim.




Resolving (Running) Jel

APS ependorf tupte taze olarak hazirlanir.

ddH20, % 30 Acrylamide/bis, 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8, 10 % SDS uygun miktarlarda 15 ml’lik falkon
tipe konulur.

APS eklenir ve en son olarak TEMED eklenir.
Falkon yavasca alt Ust edilir.

Resolving jel hazir olduktan sonra jel aparatina dokultr. (TEMED eklenir eklenmez hazirlanan jel,
jel aparatina vakit kaybetmeden dokulir aksi halde jel tupte donar ve dokiilmez.)

1 ml’lik pipetle yukaridan asagiya dogru ince-kalin cam arasina hazirlanan jel birakilir.

Jel dokuldukten sonra dalgalanmalar olusur. O dalgalanmalari ortadan kaldirmak icin izopropanol
alkol g6z karari jeli duzglin hale getirecek kadar pipetle gezdirilir.

Not: Resolving jel Gizerine ilave edilen alkol jele zarar vermeden peceteyle emdirilir. Resolving jelin
iyice donmasi beklenir (10-30 dk) ve resolving jel tamamen donduktan sonra artik stacking jel
onun uzerine ilave edilebilir.



Stacking Jel

 ddH20, % 30 Acrylamide/bis, 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 10 % SDS uygun miktarlarda
15 ml’lik falkon tupe konulur.

APS eklenir ve en son olarak TEMED eklenir.
Falkon yavasca alt Gst edilir.

Donmus olan resolving jelin tGzerine stacking jeli hizlica ince cama kadar olan
hizaya kadar pipetle ilave edilerek tarak takilir.

Donmasi beklenir.

Not: Eger jeller hemen kullanilmayacaksa, donan éeller seffaf jel posetlerinin icine
konulup tzerine SDS Buffer eklendikten sonra +4 °C’de saklanabilir. 2. yontem
jellerden tarak cikarilir ve her jel ayri ayri kagit havlulara sarilir ve her sey dH20 ile
islatilir. Ardindan jel plastik bir torba veya kutuya koyularak +4 C’de saklanabilir.



e Protein Orneklerinin SDS-PAGE’e Yiiklenmesi

* |lk 6nce elektroforez tankinin icine Towbin Buffer (Transfer Tamponu)
yariya gelecek sekilde doldurulur. (SDS, deterjan oldugu icin kopuUrir
bu nedenle cok fazla sallamamaya 6zen gosterilir.)




10X  Towbin Buffer  (Transfer
Tamponu) Stok Cozeltisi

(1 litre)

(pH 8.3)

1X Towbin Buffer (Transfer Tamponu)
Cozeltisi
(pH 8.3)

30.3 g Tris

144 g Glisin

20 ml %10 SDS

ddH20 eklenerek c¢ozelti 1
tamamlanir.

litreye

100 ml Stok

cozeltisi

200 ml %100 Metanol

700 ml ddH20 ile 1X’e seyreltilir.
(Sandvic modelinde metanol
protein gecisini zorlastirabilir.)
Bu yiizden 2. alternatif:

100 ml 10X Towbin Buffer

cozeltisi

900 ml ddH20

10X Towbin Buffer

Stok

+4 °C’de saklanir.

+4 °C’de saklanir.



Hazirlanan jel tanka yerlestirilir.
Jelde bulunan tarak dikkatlice cikarilir.

Kuyucuklarin icinde olusabilen kristalleri ve hava kabarciklarini ortadan kaldirmak icin pipetaj
yapilir boylece ornekler kuyucuga rahatca yerlesir ve kolayca ydirdr.

Marker ya da standart proteinler ilk kuyucuga (3-5 ul) yiklendikten sonra 6rnekler diger
kuyucuklara yiklenecektir.

Jele ortalama 10-50 pg arasi protein yuklenir. Biz 10 ug protein yukluyoruz. Bradford ile miktar
tayininde ornegin protein konsantrasyonumuz 653 ug§ ml ise M1xV1=M2xV2 hesabindan

1 ml 653 pg/ m protein konsantrasyonumuz var ise
x ml ‘de 10 pg protein konsantrasyonumuz olmasi gerekir
x= 15 pl drnekten ¢ekilecek miktar olarak hesaplanir.

Boylelikle jel kuyularina toplam 20 ul yuklenmesi icin 15 pl protein 6rnegi + 5 pl yukleme tamponu
olmasi gerekir.






* Hazirlanan 6rnek ve yikleme tamponu karisimi isi blogunda 95 "C’de
5 dk kaynatilir. (Kaynatma islemi yapilmazsa proteinin jelde hareketi
glclesir. Kaynatma ile proteinler arasindaki baglar kirilir ve protein
denatlre olarak diiz hale gelir. SDS sayesinde ise negatif yuklenir. Beta
merkaptoetanoliin gorevi ise proteindeki distlfit baglarini kirmaktir.)

* Ornekler SDS-PAGE’e yiiklenir ve dnce 30 dk 100 V’da, sonra 50 dk
120 V'da yuruataldr.



Proteinin Jelden Membrana Transfer Islemi

 PVDF membran jelin boyutuna uygun olarak (9x6 cm) kesilir ve 1 dk %100
metanolde uygun plastik kabin icerisinde calkalayici ile calkalanir.
(Calkalama asamasi icin finepcr compact rocker cr 300 cihazini
kullaniyoruz.)

* Membran daha sonra 1 dk Towbin Buffer (Transfer Tamponu) ile uygun
plastik kabin icerisinde calkalayicida muamele edilir.

* Transfer icin jel tanktan cikarilir ve jelin ise yaramayan kismi 6zel kesme
aparati ile kesilerek atilir.

e Yari kuru transfer yontemi icin; (Yari kuru transfer yontemini cleaver
scientific- semi-dry blotter cihazini kullanarak yapiyoruz.)



3 adet filtre kagidi Towbin Buffer ile islatilir ve semi dry blotter chazina yerlestirilir.

Uzerine islatilan membran konulur. (Membranin 6n ylziine isaret atilir. Jeldeki
proteinlerin hangi yonde membrana aktarildigini anlamak icin de membran
Isaretlenir.)

Jel membranin tzerine konulur.
3 adet filtre kagidi Towbin Buffer ile islatilir ve jelin Gzerine konulur.

Membran ile jel arasinda herhangi bir bosluk kalmamasi icin ufak rulo silindir ile
Uzerinden gecilir.

100 V’da 1 saat transfer islemi gerceklestirilir. (Biz transfer islemini PowerPac
Universal (500V, 2.5 A, 500 W) gic kaynagi ile 1.15 saat, 0.12 A, 300 W olarak
ayarlayarak gerceklestirdik.)

Transfer buffer




Antikor Inkiibasyonu

* Proteinlerin transfer oldugu membran %5 BSA’lI TBST icinde
(bloklama tamponu) 1.5 oda sicakliginda uygun plastik kabin
icerisinde calkalayicida calkalanir. (Istenmeyen baglanmalarin éniine
gecmek icin bloklama yapilir. %5’lik yagsiz siit sozu veya BSA kullanilir.)






* Bloklama tamponu dokdlur.

e 2 ml Bloklama tamponunun icinde (%5 BSA’li TBST) ilgilenilen proteine
0zgln ‘birincil antikor’ (2 pl) uygun oranda seyreltilerek karistirilir ve 2ml’lik
ependorf tuplere alinir. Membran posetlenerek bir ucundan hazirlanmis
olan ¢6zeltinin tamami eklenir ve pogset agzi kapama makinesi ile posetin
agzi kapatilir. Gece boyu +4 °C’de soguk odada bulunan dénen disk
sallayicisinda calkalanir.

* NOT: Antikor bilgi notuna gore (data sheet) dillisyon oranlari degisebilir.

* NOT: Bir gece sonra antikor alinir kesinlikle atilmaz tekrar kullanilabilir. +4
°C’de tekrar 2ml’lik ependorf tliplerde saklanir.

* Membran 3 kere 10 dk 1X TBST ile uygun plastik kabin icerisinde
calkalayicida muamele edilerek yikanir.



10X TBS Stok Cozeltisi ° 24.23 g Trizma-HCI +4 °C’de saklanir.

(2 litre) ° 80.06 g NaCl
(pH=7.6) e ddH20 eklenerek ¢ozelti 1 litreye
tamamlanir
TBST Cozeltisi ° 10 ml 10X TBS stok ¢ozeltisi +4 °C’de saklanir.

e  89.95 mlddH20

° 50 ul Tween 20(¢ozeltide son
hacim orani %0.05 olacak sekilde)
ile 1X’e seyreltilir.



 Membran bloklama tamponu icerisinde (%5 BSA’i TBST) uygun
oranda seyreltilerek hazirlanmis ‘ikincil antikor’ ile oda sicakliginda 1
saat disk sallayicisinda calkalanir. (1l ikincil antikor+ 2000 pl bloklama
tamponu (%5 BSA’l TBST). (Ikincil antikor birincil antikor ne ise ona
gore secilir. Mouse-mouse, rabbit-rabbit, goat-goat.)

* Membran 3 kere 10 dk 1X TBST ile uygun plastik kabin icerisinde
calkalayica muamele edilerek yikanir.



Goruntuleme

* NOT: Bundan sonraki asama boya gelistirme islemlerini icermektedir.
Bu basamaklar kullanilan kite gore degisebilir. Bu nedenle kullanilan
kitin kitapciginda yazan protokol dikkate alinmalidir. Burada yazilan
islemler ThermoScientific firmasinin #34095 katalog no.lu SuperSignal
West Femto Maximum SensitivitySubstrate isimli kiti icindir. Kitin
icinde  SuperSignal West FemtoLuminol/Enhancer  Solution
(#1856189) ve SuperSignal West FemtoStablePeroxideBuffer
(#1856190) reaktifleri mevcuttur.



* Yikama islemi sonrasi membran gérinttleme tepsisine yerlestirilir.

* Kitin icindeki SuperSignal West FemtoLuminol/Enhancer Solution ve
SuperSignal West FemtoStablePeroxide Solution reaktiflerinin 1:1 (200 pl)
oraninda karistirilmasiyla “calisma ¢ozeltisi’ elde edilir.

* Elde edilen ¢alisma ¢ozeltisi goriintileme tepsisinde bulunan membranin
her yerini islatacak sekilde Gzerine eklenir.

e 1-5 dk bekletildikten sonra LI-COR ODYSSEY goruntuleme cihazi ile
goruntualenir. (Cal(lfma cOzeltisi 1siga duyarl oldugundan bu islem karanlikta
gerceklestirilmelidir.)

* Goruntuleme asamasinda Image Studio programi secilir. Acquire
seceneginden Chemi butonu ve 2 dk secilir. Acquire Image’e tiklanarak
bantlarin gérintuleri alinir.



Transfer buffer

Cathode (-}

Filter paper
Gel

Mitrocellulose membrane '—D D

I
Membrane
Anode (+) [with transferred
proteins)

*If proteins are hydrophobic,
use PYDF membrane instead.

Yari-kuru emdirim yontemiyle proteinlerin jelden membrana aktarilmasi (http://protocolsonline.com/proteomics/western-blotting/)



Fiber pad (Siinger)
Filter paper (Kahn filtre kagich)

Membrane (Membran)
Gel (Jel)
Filter paper (Kahn filtre kagich)

Fiber pad(Siinger)

Siyah taraf

Sekil. Membran, jel ve filtre kagidinin sandvi¢ yontemiyle hazirlanmasi ve transfer aparatina yerlestirilmesi



KUTLE SPEKTROMETRESI

* MATRIKS DESTEKLI LAZER DESORPSIYON/IYONLASMA KUTLE
SPEKTROMETRESI (=MALDI MS)



PROTEOMIK CALISMA BASAMAKLARI

Proteinlerin izolasyonu

Protein miktar tayini

Proteinlerin Ayristirilmasi (Iki yonlii Jel Elektroforezi, kromatografik ayrim vb.)
Jellerin Boyanmasi

Boyanmus jellerin analizi

o o A w N =

Protein kiimelerinin (spotlarinin) jel tizerinde alinmasi, tripsin ile kesilmesi ve bir
kiitle spektrofometresi ile kiitlesinin saptanmasi

7. Biyoinformatik ve protein tanimlanmasi
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* Bu teknik sayesinde proteinler iki boyutlu olarak ayrilirlar: birinci
boyut proteinleri bir pH gradienti boyunca izoelektrik noktalarina (pl)
gore ayirirken, ikinci boyut SDS-PAGE ile molekller boyutlarina gore
ayIrir.

* Bu iki teknigin birlesmesiyle proteinler jel Gzerinde bir nokta (spot)
olacak sekilde haritalanirlar.

* Bu harita belli bir protein 6rneginin parmak izi gibi disunulebilir.

* Bir hicrenin farkli kosullarda veya safhalarinda elde edilen bunun gibi
iki parmak izi karsilastirilarak ifadesi artan ve azalan proteinler ya da
var iken yok olan, yok iken var olan proteinler tespit edilebilir.

* Boylece hucrenin o safthasinda onem kazanan proteinler belirlenebilir
ve metabolik yolaklarin aciklanmasi mumkun olabilir
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Tabke. Guidelnes for sample leadng on |PG sirips.

IPG Strip Length
Tom 11 cm 17T cm 12 cm 24 cm
Retyd ration volurme 125 dl 185 pl 300 pl 215 pl 10 pl
pErstip
Protein e
Sikver stain 520 pg 2050 g S0-20 po SO0-50 po A0-150 po

Coomassie -250 S0-400pg 100200 pg 200400 pg 200400 pg 400-800 pg
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Jel goriintiisiiniin
alinmasi

!

Goriintiiniin yeniden
boyutlandirilmasi ve
ayarlanmasi

|

Spotlarin Teshisi

|

Spotlarin
karsilastirilmasi
ve eslestirilmesi

!

Veri Analizi

|

Spot kesimi ve
klitle spektrometresi

analizi

|

Sonuglarin
Yayinlanmasi

Cihazin sahip oldugu kamera sistemi
ile jelin goriintiisii alinir

Gorilintli mentisiindeki kirpma ve
dondiirme araglarmi kullanarak jel
goriintiistintin -~ boyutu ve  yoni
ayarlanir

Spot algilama sihirbazi yardimiyla
ilgilenilen spotlar1 ¢alisabilmek i¢in
uygun parametrelerin se¢cimi

Tiim jellerde ortak ve farkli olan protein
spotlarinin birbirleriyle ve ana jelle
Eslestirilmesi ve karsilastirilmasi

PDQuest’in sagladigi ¢esitli analitik
araclar ile istatistiki ve bilimsel
olarak anlamli spotlarin belirlenmesi

Jelden ilgilenilen spotlarin kesimi
ve kiitle spektrometresi analizi

PDQuest ¢alisma basamaklari akis semast
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Peptid veya

protein matrix
ANALIT/MATRIX LASER
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MALDI lazer 1sminin kati matriksi uyarmasi ve analitleri iyonize etmesi
(http://www.chm.bris.ac.uk/ms/images/maldi-mechanism.gif)
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MALDI-TOF kalibrasyon spektrumu



