4. UYGULAMALI PROTEIN ELDESI YONTEMLERI
A. BILGI

Organlarda, dokularda ve hiicre igerisinde bulunan proteinlerin analiz edilebilmesi i¢in 6nce
hiicrenin digina, bir siv1 igerisinde ¢ikarilmalidirlar. Bu siv1 genellikle proteinlerin fizyolojik
ozelliklerini koruyabilecekleri bir tampondur. Bu tampon igerisinde hiicre zarii pargalayacak
ajanlar, pH’1 uygun seviyede tutacak tamponlar, proteaz inhibitorleri ve proteinlerin maksimum
miktarda elde edilebilmesini saglayan maddeler bulunmalidir. Organ, doku ya da hiicreler
ozelleklerine bagli olarak bistiiri, bicak, makas, havan, sonikator, grender ve blender gibi
araglar kullanilar lizat haline getirilirler. Proteinleri hiicre igerisinde tutan hiicre zarinin
kirilmasindan sonra olusan protein ve niikleik asit ¢ozeltisine hiicreden arindirilmis lizat (cell-
free lysate, CFL) ad1 verilir. CFL’lerdeki niikleik asit ve diger protein dis1 maddeler genellikle

santrifiij kullanilarak uzaklastirilir.

Organ, doku ya da hiicre gruplarindan protein elde edilirken dikkat edilmesi gereken hususlar,
v Canli dokulardaki durumlarmin miimkiin oldugunca temsil edilebilmesi,
v Sinirh miktardaki 6rnekten miimkiin oldugunca fazla protein elde edebilmek

v' Proteinlerin bozulmasini (degradasyonu) engellemek

Protein izolasyonundati temel amaclar iki grubta siiflandirilabilir,
v/ Tanimlama ve kantite ¢alismalari
v" Fonksiyonel ¢aligmalar

Proteinlerin farkli yapilarda olmalari, farkli organ, doku, hiicre ve hiicre kompartimanlarinda
bulunmalar ve farkli amaglarla izole edilmeleri nedeni ile izolasyon i¢in ¢ok farkli yontemler

gelistirilmistir.
B.UYGULAMA
Gerekli tamponlar

Lizis tamponu (50mL) : NaC 0,15M, EDTA 5mM, Tris-HCL 50mM, Np40 %1, Proteaz
inhibitor kokteyli-1 tablet (Roche SOmLicn ETDA fiee)



Karaciger Dokusundan Protein izolasyonu

1.

2.

1,5 ya da 2 ml’lik bos tiipler tartilarak daralar1 alinir ve etiketlenir.
Karaciger dokusu bistiiri yardimi ile miimkiin oldugunca kiigiik pargalara ayrilir

Bu parcalar tiip i¢ine alinarak tizerine PBS dokiiliir ve 5 dakika beklenir PBS dokiiliir.

Bu islem doku kandan arindirilincaya kadar tekrar edilir.

Kandan arindirilmis doku pargalari sivi azot yardimi ile havanda doviilerek toz haline
getirilir (Ozellikle sert dokularda s1vi azot ile dSvme gereklidir, ancak bu asamada doku

kayb1 olmamasina 6zen gosterilmelidir).

Toz haline gelmis ekstrakt daha once tartilmig olan tiipe alinir ve tekrar tartilir, tiip

daras1 ¢ikarilarak toz haindeki dokunun agirligi bulunur.
Dokunun agirliginin 2,5 katt hacimde (gram-ml, mg-ul) lizis tampon tiipe eklenir.

Tiip buz igine alinir ve 40 amplitude’de 4-5 saniye sonifike edilir sonra 5 saniye buzda
dinlendirilir. Bu islen homojenizasyon saglanana kadar 4-5 kez tekrar edilir. Eger

homojenizasyon isleminde zorlaniliyorsa ilaveten su banyolu sonikatorde kullanilabilir.

Homojenize olmus ekstrakt 14000 g’de 45 dakika santrifiij edilir, protein karisimi olan

Supernatant alinip ayr bir tiipe alinir, hemen kullanilmayacaksa alikuatlara ayrilarak -

80 C°°de saklanr.

Idrar Gibi Stvi Orneklerden Céktiirme Yontemleri ile Protein Ekstraksiyonu

Kullanilacak 6rnekler ¢esitlerine (idrar, serum, plazma...) bagl olarak bazi 6n islemlerden

gecirilip hazir hale getirilmelidirler. Bu islemlerden sonra asagidaki yontemler

kullanilabilir.

TCA (Trichloroacetik acit) Presipitasyonu

1. Iml 6rnek 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinir

2. Her biri tiipe 6rnek hacminin %10’u kadar (100ul) %100’lik TCA konulur ve

hemen vortekslenir (10-15sn).
3. 15 dakika buzda bekletilir
4. 10 dakika maksimum hizda santrifiij edilir

5. Pellet alinir, supernatant atilir



6. Pellet {lizerine yikma amaci ile 500ul %100’liikk soguk aseton konulur ve

vortekslenir (10-15sn)
7. 5 dakika 14000rpm’de santrifiij edilir
8. Siipernatant atilir, pellet kalir

9. Pellet protein igermektedir, uygun bir s1v1 igerisinde ¢oziilmelidir, eger iki yonlii jel

elektroforezi yapilacaksa rehidratasyon tamponu igerisinde ¢oziilebilir.
Asitlestirilmis Metanol ile Protein Eldesi
1. Ornekler dondurulmus ise oda 1s1sina alinip ¢dziilmesi beklenir
2. Metanol+ TFA (Trifluoroacetik acit) karisimi hazirlanir
3. Karigimin pH’I 3 civarina kadar indirilir ve -20 C dereceye kaldirilarak sogutulur
4. 1 birim idrar tizerine 3 birim methanol+TFA karisim1 konulur
5. 20 dakika buz tizerinde inkiibe edilir
6. 50 cc’lik falkon tiiplerde 4500 rpm’de 40 dakika santrifiij yapilir

7. Siipernatant atilir, pellet protein i¢cermektedir sonraki c¢aligmalara uygun bir sivi

igerisinde ¢oziiliir.

“DEPLETION”

Baz1 dokularda (kan) belirli proteinler (Albumin ve imminoglobuliinler) ¢ok yiiksek
konsantrasyonda bulunurlar ve diger proteinlerin jel {izerinde ifade edilmelerini
engelleyebilirler. Bu proteinler depletion denilen yontemlerle ortamdan biiylik oranlarda

uzaklasitirilabilirler.
AURUM AFFi GEL BLUE MiNi KITS and KOLUMNS (732-6708)
Hazirlanmasi gereken soliisyon: Diisiik tuzlu uygulama tamponlarindan biri: 20mM acetate

pH 5,0, 20mM phosphate pH 7,0, 20mM Tris, pH 8,3. Bu tamponlardan biri ile 6rneginizi

125ulL 6rnek+375ul diisiik tuzlu uygulama tamponu olacak sekilde seyreltilir, vortekslenir.



Hazirlanmasi gereken malzemeler: 12x75 mm test tiipii, 2mL’lik toplama tiipleri

NOTLAR:

Soliisyonlar ve kolonlar +4 C’de saklanmalidir.

Omeklerin  kolona uygulanmadan Once berraklastirilmas:  gerekir.  Yiiksek
konsantrasyonda albiimin igeren Ornekler icin kolona uygulanacak hacim miktar
azaltilmalidir. Bunun i¢in optimizasyona ihtiyag vardir.

Albiiminden ayrilmis 6rnekler hemen kullanilmayacaksa-20 C de muhafaza edilmelidir.
Kolondaki Albumin 500uL Laemmli tamponu(161-0737) ile tekrar elde edilebilir.

Albiiminden ayrilmis 6rnekler Spin-vac yada Liyofilizator ile konsantre edilebilir

PROTOKOL

1. Kolonu 12x75mm’lik test tiip iizerine yerlestirin ve 5 dakika kadar resinin ¢okmesi
beklenir.

2. Kolonun kapagini yavasca agin, alt tipasini dikkatlice kirin ve tekrar tiip iizerine
yerlestirilir..

3. 2 dakika kadar kolon i¢indeki tamponun akmasini beklenir.

4. Kolon i¢indeki artik tampon aktiktan sonra kolonu 2 defa ImL diisiik tuzlu uygulama
tamponu ile yikanir. Her yikamada tamponun kolondan tamamen akmasini beklenir.

5. Son yikamadan sonra kolon resinin ¢dkmesi i¢in bos temiz 2mL lik bir tiip iizerine
yerlestirilir ve 10000g’de 20 saniye santrifiij edilir.

6. Kolon “Unbound” olarak etiketlenmis yeni bir 2mL tiip iizerine alinir.

7. Daha once berraklastirdiginiz 6rneginizi 2mL ayr1 bir toplama tiipii i¢inde 125ul
ornek+375ull diisiik tuzlu uygulama tamponu olacak sekilde seyreltilir. Sonra farkli
zamanlarda kapagi kapali sekilde tiipii ters diiz ederek karistirilir.

8. Kolunun resin yatagmin {izerine hazirlanan 6rnek soliisyonundan 300-400uL kadar
koyulur. Ornegin “Unbound” etiketli toplama tiipiine akmas1 beklenir.

9. Toplama tiipiinii kolanla birlikte mikrosantrifiijde 10000g’de 20 saniye santrifiij ederek
artik tamponunda toplama tiipline gegmesi saglanir.

10. Kolon ve toplama tiipiiniin lizerine tekrak 400uL kadar diisiik tuzlu uygulama tamponu

konur ve tekrar mikrosantrifiije alinir.



11. 20 saniye kadar 10000 g’de santrifiij edilir. “Unbound” etiketli toplama tiiptindeki
sollisyon albiimiinden arindirilmistir.
12. Orneginiz diger islemler(diger kolon ya da IEF analizleri) i¢in hazirdir. Serum igin bu

yontemdeki protein konsantrasyon verimi 3-4mg/mL dir.
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