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  7931اردیبهشت  موسی  /هفته417ی  و ششم/شماره  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان

 15/2/1931تاریخ چاپ:  12/12/1931تاریخ پذیرش:  4/11/1931تاریخ دریافت: 

 

 

 
ی الکتروفورز دو بعدی با حذف  ، متعلق به سرطان پستان، در نمایهHs578Tهای  افزایش پوشش پروتئوم سلول

 گرهای غیر پروتئینی کارآمد مداخله

 
 4، رضا فلک3اللهی فرج مراد ، محمد1ندا محمدی ،2افشاری گرد سرای ندا، 1حمیدرضا عباسی

 
 

چکیده

ترین موانع بازدارنده برای استفاده از مطالعات پروتئومیک مبتنی بر ژل در  ی گسترده، پوشش پروتئینی پایین و الگوهای اسمیری، از مهم با وجود استفاده مقدمه:

به سرطان پستان افزایش یابد و تأثیر  ، متعلقHs578Tی سلولی  ی دو بعدی پروتئوم رده باشد. بنابراین، در این مطالعه تلاش شد تا پوشش نمایه های بالینی می بررسی
 .ی دو بعدی ارزیابی گردد ها در نمایه گرهای غیر پروتئینی در افزایش تعداد پروتئین های مرسوم حذف مداخله کارآمدی روش

های متعدد، با هم  لولی حاصل از استخراجهای س ی خام سلولی، در بافر لیز مناسب تیمار شدند. عصاره ، به منظور استخراج عصارهHs578Tی  های رده سلول ها: روش

استون  -(TCAیا  Trichloroacetic acidکلرواستیک اسید ) متانول و تری -های استون، استون های یکسان تقسیم شدند و در سه تکرار، با روش همگن و در حجم
 Immobilized pH gradient (IPG ) نوارهای روی بر و شد حل دارداستان رسانی بازآب بافر یک در روش، خالص گشتند. سپس، پروتئوم خالص تهیه شده از هر

نیز مورد تفکیک  O'Farrellبار دیگر در سیستم الکتروفورز  متری بارگذاری گشت. پس از تفکیک ایزوالکتریک در بعد اول، محتوای پروتئوم، یک  سانتی 11
کیفی  -صورت کمی به  ImageMasterافزار  ی دو بعدی، تصاویر حاصل با استفاده از نرم الکتروفورتیک قرار گرفت. در نهایت، پس از ظهور نقاط پروتئینی در نمایه

 .تحلیل شدند

نانوگرم به  120/0 ± 005/0 و 010/0 ± 002/0، 100/0 ± 001/0 ترتیب  بهاستون  -TCAمتانول و  -های استون، استون بازیابی پروتئوم، برای روش  بازده ها: یافته

شده با استون نشان داد که این تعداد برای تخلیص با   ی دو بعدی تخلیص  ی پروتئینی را در نمایه نقطه 1233 ± 3ازای هر سلول محاسبه شد. آنالیز تصویر نیز حضور 
 گیری جداگانه به دست آمد. نتایج از سه اندازه .بود 1319 ± 11و  1131 ± 14استون به ترتیب  -TCAمتانول و  -استون

دهد. بنابراین،  بازیابی پروتئین را دارد؛ بلکه، پوشش پروتئومی بهتری را نیز ارایه می استون، نه تنها بالاترین بازده  -TCAها با روش  سازی نمونه آماده گیری: نتیجه

تر، برای مطالعات  ی نقاط پروتئینی قوی متانول، با توجه به ارایه -گردد. با این وجود، تخلیص با استون ای توصیه می مقایسهاین روش برای مطالعات پروتئومیک 
 .گردد سرولوژیکی پروتئوم پیشنهاد می

 ، سرطان پستانلیسلوی  رده، الکتروفورز دو بعدی، پروتئین، تخلیص واژگان کلیدی:

 
، متعلق به سرطان Hs578Tهای  افزایش پوشش پروتئوم سلول .مراد، فلک رضا اللهی محمد محمدی ندا، فرج افشاری ندا، گرد سرایعباسی حمیدرضا،  ارجاع:

 211-220(: 411) 91؛ 1931مجله دانشکده پزشکی اصفهان . گرهای غیر پروتئینی ی الکتروفورز دو بعدی با حذف کارآمد مداخله پستان، در نمایه

 

 مقدمه

ای مبتنه  رهر  ا ارهیاکی آاک مهت برهس ررک ه         پروتئومیک مقایسه  

توانت ایجاد، حهف،، ازهیایی یها آها ی      محتوای پروتئوم ا س آ  م 

 ای پروتئین  کا موکد ررک   و مقایس  قراک د ت. از این  ریان مجموع 

مشا ته دک الگوی الکتروزهوکز دو    ای قارل  کو، ازیایی تعتاد پروتئین

دک اکتقای  راشت، م  ای مقایس  پروتئومیک اصل  اریاک ای از آ  رعتی،

ویههه دک    ها، ره    آیفیس مطالعات داکوی ، ررک   تغییرات ریان پروتئین

 ای  رطان  آه  حهاوی اطاعهات زیسهت  زراوانه         ا و  لوا رازس

 کوشه   دو رعهتی،  . الکتروزوکز(1-2)یارت  ا میس ریشتری م    ستنت،

  هس   و راک الکتریک  رر ا اس دو رعت، دک  ا پروتئین  ن دک آ  ا س

 مقاله پژوهشی
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 . (3)شونت  م  تفکیک  میت  آریل پل   ای  ا دکون مولکول ، وزن

 ازی  ی  ماده موزقیس الکتروزوکز دو رعتی تا حت زیادی ر  نحوه

ی صهحی  ا هتاراو و تالهی      نمون  وارست  ا س. دک واقه،، شهیوه  

گهر و انتاهاص صهحی  ترآیهف رازر های       پروتئین، حف، مواد متاخل 

مههوکد ا ههتفاده، یکهه  از مههعورترین عوامههل دک ازههیایی تعههتاد نقهها  

ی الکتروزوکز دو رعتی ا هس.    ا دک نمای   ن پروتئین  و آیفیس الگوی

 ای  آ  را کوش الکتروزوکز دو رعتی موکد  نهالیی و بتا هازی    نمون 

 ای  خهال  و عهاکی از  هر گونه       رایسس پروتئین گیرنت، م  قراک م 

 .(4-5)گر راشنت  مواد متاخل 

تهوان ره     گر ای مرم دک مطالعات پروتئومیک م  از بمل  متاخل 

 اآاکیت ا اشاکه نمهود. ایهن     ا و پل  ا یت ای نوآلئیک، لیسیت ا، نمک

کوی و اخههتاا دک مسههیر حرآههس   ترآیبههات، راعههز ازههیایی گههران 

 های  مفهولیت  و    آهنی رها حامهل     ا،گرزتگ  منازهف  ا، میهان   پروتئین

 ها و نیهی  هبف اخهتاا دک مرهابرت الکتروزوکتیهک، رهروز         پروتئین

 ههای ازقهه  و عمههودی دک الگههوی نرههای  و ممانعههس از وکود    کگهه 

 . (6-7)شونت  آننته م    ای تفکیک  ا ر  رستر  ا  پروتئین

گر ا، ا هتفاده از    ا ررای حف، متاخل  یک  از آاک متترین کوش

گیری پروتئین ا س. تاآنون چنهتین مطالعه      ای ماتلف ک وص شیوه

گیهری پهروتئین رهر کوی      ای ک هوص  دک کا تای ررک   اورات کوش

 های زیسهت  ماتلهف     الگوی الکتروزهوکز دو رعهتی رهر کوی نمونه     

ی ایهن واقعیهس    د نهته  صوکت گرزت  ا س. نتایج این مطالعات، نشان 

 ا رسهت  ره     گیری پروتئین  ای ماتلف ک وص کای  کوش ستنت آ  آا

طهوک   رایسهس ره     نوع نمون  متفاوت ا س و دک موکد  هر نمونه ، مه    

 های انجهام    . رر ا اس ررک ه  (8-11)مستقل موکد ررک   قراک گیرد 

 ای  رطان  رازس پستان آه    ی دک اکتبا  را  لوا ا شته، چنین مطالع 

مطالعههات پروتئههومیک   ن از ا میههس رههاشی  دک تشههای  و دکمههان  

ی حاضر  ریماکی ررخوکداک ا س، گیاکش نشته رود. از این کو، مطالع 

ان، رها  هت،   پسهت   ر  منظوک ازیایی آاکای  مطالعات پروتئوم  هرطان 

گیری پهروتئین رهر کوی پروتئهوم     ررک   اور    کوش مر وم ک وص

 .ی دو رعتی انجام شت دک نمای  Hs578T ای  تام  لوا

 

 ها روش

 ازی نمون   تمام  مواد شیمیای  ا تفاده شته ررای آشس  لوا،  ماده

و انجام الکتروزوکز دو رعهتی، ره  بهی دک مهواکد مشها  شهته، از       

 لمان( خریهتاکی شهت. تمهام  مراحهل آهاک نیهی دک      )  Merckشرآس 

 پیراپیشههک  ی واقهه، دک دانشههکته پیشههک ، ریوتکنولههو ی  زمایشههگاه

 ایران ر  انجام ک یت. پیشک  علوم دانشگاه

از  Hs578Tی  هلول    کده پتاوئین:   استخراا   و سلول کشت

مرآی مل  ذخایر  نتیک  و زیست  ایران خریتاکی شهت. برهس تکریهر    

 ا مطارق را د توکالعمل مرآی و ا تانتاکد ای پفیرزت  شته،  این  لوا

 Dulbecco's modified eagle mediumدک محهههیش آشهههس  

(DMEM) (Biowest حاوی ) دکصت  رم بنهین گهاوی    11، زرانس

(Fetal bovine serum  یههاFBS( )Biowest و )دکصههت  1،  لمههان

، اتهریی( دکون  Atocel) ا ترپتومایسهین  - یلین  ای پن  ریوتیک  نت 

دکصهت   5اآسیت آهررن   گراد و دی ی  انت  دکب  37انکوراتوک را دمای 

 . برههس ا ههتاراو پروتئههوم تههام، رهه  ازای   (12)آشههس داده شههتنت 

مهوشک   میله   41یهی آننهته )حهاوی    لیتر رازر ل میل  1میلیون  لوا،  31

  CHAPSدکصهههت  4مهههوشک تیهههوکه،   2مهههوشک اوکه،  7تهههری ، 

(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate)، 

، Bio-Radدکصههت  مفولیههس )  2تیوتریتههوا و  مههوشک دی میلهه  41

ره    g 15111×رها دوک    آالیفرنیا( اضاز  شت.  س ، عصهاکه   رآول ،

دقیق   انتریفیو  شت، مای، کویه  حهاوی پهروتئین و  هایر      15متت 

ترآیبات زیست ، دک    میکروتیوص تقسیم و را ا تفاده از یک  از  ه   

ا هتون مطهارق،    -TCAمتهانوا و   -گیری ا تون، ا تون کوش ک وص

 .(13) ازی شتنت  العمل زیر خال  را د توک

ر   ر حجم  اسخون  گنای رسوب از اسخفاده با پاوئین: ئرلنص

ی  دکبهه  -21از نمونهه ، چرههاک حجههم ا ههتون  ههرد شههته دک دمههای 

گراد اضاز  شت. مالو  نمون  و ک وص د نته ررای متت یهک    انت 

 گهراد تیمهاک شهت.  هس ، ره  مهتت        ی  هانت   دکبه   -21 اعس دک 

 g 13111×گههراد و شههتاص   ی  ههانت  دکبهه  4دقیقهه  دک دمههای   15

   و ک هوص حاصهل رها یهک حجهم      انتریفیو  شت و مای، کوی  تالی

ا تون  رد شستشو داده شت. بتا ازی محتوای پروتئینه  از مالهو    

گهراد و   ی  هانت   دکبه   4دقیق   انتریفیو  دک دمهای   15را ا تفاده از 

 .(11) انجام و را حف، مای، کوی  تکمیل شت g 13111×شتاص 

ر   ر حجم از  مخانول  -اسخون گنای رسوب با پاوئین: ئرلنص

متانوا )آ  از قبل را نسبس حجمه    -حجم از مالو  ا تون 8نمون ، 

گهراد خنهک شهته رهود(،      ی  هانت   دکبه   -21تری  شته و دک  1ر   8

ازیوده شت. مالو  نمون  و ک وص د نته ررای مهتت یهک شهف دک    

گراد تیماک شت.  س ، محتوای پروتئین  را ا هتفاه   ی  انت  دکب  -21

 گههراد و دوک  ی  هانت   دکبه   4 ها دک   قه   هانتریفیو  نمونه    دقی 31از 

×g 13111  (11)از مالو  بتا شته، مای، کوی  دوک کیات  شت. 

مالو  ک وص اسخون   -TCA گنای رسوب با پاوئین: ئرلنص

دکصت حل شته دک ا تون رود.  TCA 21د نته دک این کوش، محلوا 

 شهته  خنهک  گهراد   هانت   ی دکب  -21 دمای این محلوا از قبل و دک

 (W/V یا Weight/volume) غلظس تا د نته ک وص مالو  ر . رود

 ر حجم از نمون  را  .ازیوده شت Dithiothreitol (DTT)ت دکص 2/1

حجم از این محلوا ر  خور  مالهو  شهت و یهک شهف دک دمهای       9

گراد تیمهاک گردیهت. په  از گفشهس ایهن زمهان،        ی  انت  دکب  -21
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  ها دک دمهای    دقیق   هانتریفیو  نمونه    21 ای خال  شته را  پروتئین

 از مالهو  بهتا و مهای،    g 13111×گهراد و دوک   ی  هانت   دکب  21

،  ه   TCAکوی  دوک کیات  شت. ک وص حاصل، ر  منظوک حف، آامل 

 دکصهت  11دکصت حجمه  ا هتون،    91راک را محلوا شستشو آ  حاوی 

 .(11)رود، شست  شت  DTTدکصت وزن   12/1حجم   ص و 

گیری را  ر یهک از   پ  از ک وص  ننیپاوئی های رسوب انحلال

شهته دک مقهادیر      های پروتئینه  خهال     گفت ، ک وص  ای پیی کوش

 ( W/Vمهوشک تیهوکه، )   2موشک اوکه،  7منا ب  از رازر انحاا )حاوی 

دکصت  مفولیس(  2( V/Vو ) DTTمتر  میل  CAHPS ،111دکصت  4

تعیهین   Bradfordی اوا رها ا هتفاده از کوش    حل و دک پایان مرحله  

 غلظس شتنت.

پروتئههوم تالههی  شههته از  هه  کوش  دو بعتت:ی  الکخاوفتتورز

ره    گفت  را ا تفاده از  یستم الکتروزوکز دو رعتی تفکیک گشس. پیی

ی   هها میکروگههرم از نمونهه  181ایههن منظههوک، دک رعههت اوا بتا ههازی 

 د ه  )حهاوی    میکرولیتر رها رهازر رهاز ص    311پروتئین  تا حجم نرای  

دکصههت  CHAPS ،1112/1دکصههت  4مههوشک تیهوکه،   2مهوشک اوکه،   7

 و  3-11دکصهههههت حامهههههل  مفهههههولیت    2رلهههههو،  رروموزنهههههوا

  ههههولفیت  لن دیاتههههی لیتههههر  یتکوآسهههه   میکرولیتر/میلهههه  12

(GE Healthcare،مالو  شتنت و رر  ، پیسکتاوای )نیوبر    مریکا

متهری    انت  Immobilized pH gradient (IPG )17 کوی نواک ای

  رآول ،، Bio-Rad) 3-11ی  لگاکیتم  دک محتوده pHی  را گستره

ر  متت یک  اعس دک دمای اتاق انکوره   راکگفاکی شتنت و ( آالیفرنیا

 ای راکگفاکی شته دک نواک ا  س  را اعماا ولتها  دک   پروتئین .گشتنت

ک  یتحس تأویر متمرآی ازی اییوالکتر IEF cell (Bio-Radد تگاه )

 قراک گرزتنت.  

راشهنت. په  دک دو    زاقت راک م  IPG ای متمرآی شته دک  پروتئین

  ازی، را ای را ا تفاده از رازر ای ماصوص متعادا دقیق  21ی  مرحل 

ره   ( SDSیها   Sodium dodecyl sulfate تیم دود یل  هولفات ) 

تعادا ک یتنت و راک شزم ررای مرابرت دک رعت دوم کا آسهف آردنهت.   

 میهت    آریهل  پل  متری  انت  17 ای  ر   ا IPG نواک ای دک رعت دوم،

 ا رهر ا هاس وزن مولکهول      راک پروتئین دکصت منتقل شتنت تا این  12

دقیقه  و بریهان وارهس     31 مسر ررای متت  میل  16تحس بریان وارس 

 اعس از یکتیگر تفکیک شونت. ر  منظهوک   6 مسر ررای متت  میل  24

نیتهرات     میهیی نقهره    ا و ظروک نقا  پروتئین  از کنهگ   مییی  ا کنگ

 .(13)  نج  برم  ا تفاده شت  ازگاک را طیف

 مییی شهته رها ا هتفاده از دانسهیتومتر       ای کنگ تصویر نرای   ا

(Bio-Rad )GS-800 ازیاک  و نرمQuantity One     اخهف و  هس ، رها

مهوکد تحلیهل    ImageMaster 2D Platinumازهیاک   ا هتفاده از نهرم  

 .آیف  قراک گرزس -آم 

 ها افتهی

رازیار  پهروتئین تهام، رهرای      داد آ  رازده   ای انجام شته نشان ررک  

 ترتیههف  رهه ا ههتون  -TCAمتههانوا و  - ههای ا ههتون، ا ههتون  کوش

نانوگرم ر   121/1 ± 115/1و  171/1 ± 112/1، 111/1 ± 111/1

 -TCAگیهری رها    راشت. ر  این ترتیف، ک هوص  م  ازای  ر  لوا

ا تون رهاشترین رهازده رازیهار  کا رهین ایهن  ه  کوش ره  خهود         

توانت ر  معنای این راشت آه  دک   د ت. این نتیج ، م  اختصاص م 

 های رهازی دک    عین حاا آ  کوش توانسهت  ا هس  هرم پهروتئین    

 هبف   TCAک وص پروتئین  کا ازهیایی د هت )ما یهس ا هیتی     

 های رهازی دک ک هوص گهردد(،  هرم  از       رشس ریشتر پهروتئین ن

تواننهت ره  دلیهل     آ  مه   Hs578T ای   ای ا یتی نمون  پروتئین

گیری از نمون  حف،  رعت از ک وص TCAتمایل ر  محیش ا یتی 

گردنت نیی آوچهک رهوده و  مهین عامهل، راعهز ازهیایی تعهتاد        

 ی مررو  شته ا س.  ای پروتئین  دک نمای  لک 

 ،Hs578T های   ی  هلوا  ی دو رعتی پروتئوم تالی  شته ای نم

قارل مشها ته ا هس.    1آ  ر     کوش ماتلف تیماک شتنت، دک شکل 

گیهری   شود، تالی  پروتئین را کوش ک وص طوک آ  مشا ته م   مان

TCA- تهر رهوده     ای عمودی و ازق  موزق گ  ا تون دک حف، آشیت

د نهته، نقهی مهعوری دک حهف،       ا س. محتوای ا یتی این ک هوص  

 های   گه    ای نوآلئیک آ  عهامل  رهرای رهروز آشهیت      ا و ا یت چرر 

 های دو رعهتی  سهتنت، داکد و از دو کوش     عمودی و ازق  دک نمایه  

 نمایت. تر م  دیگر منا ف

ازهیاک   نتایج مررو  ر  شماکش نقا  پروتئینه  رها ا هتفاده از نهرم    

ImageMaster  پنل کا س( نیی نشان دادنت آ  تعتاد نقها    -1 )شکل

، 1299 ± 9ی ا تون،  د نته را ا تفاده از ک وص پروتئین  دک رستر  ا 

و را ا تفاده  1698 ± 14متانوا،  -ی ا تون د نته را ا تفاده از ک وص 

راشهت. رنهارراین،    ، مه  1973 ± 17ا تون،  -TCAی  د نته از ک وص 

 های رهازی، آاک مهت      ازی پهروتئین  ون دک غن ا ت -TCAتالی  را 

 های   راشت؛  ر چنت آ  تا حتی  بف حف، و/یا تضعیف پهروتئین  م 

 ا س. ا یتی شته 

 

 بحث

 های   تحقیقهات  پههو ی    دک این پهو ی، را  ت، ازیایی رهازده 

  ههازی  مههرتبش رهها  ههرطان پسههتان، رههرای ناسههتین رههاک ررینهه     

دک  Hs578Tی   ای کده ی الکترزوکز دو رعتی  لوا الگوی نمای 

 د ههتوک آههاک قههراک گرزههس. رهه  ایههن منظههوک،  ن چنههان آهه  دک    

  های پیشهین ره  تفصهیل شهره داده شهت، تهأویر  ه  کوش          رای

  ههای غیههر پروتئینهه  مههوکد ررک هه      مر ههوم حههف،  لههودگ   

 قراک گرزس. 
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، Hs578Tهای  سلول های دو بع:ی از پاوئیوم . ئصاویا ژل1شکل 

دانسنخومخا گنای که با اسخفاده از  های مرخلف رسوب ئرلنص ش:ه با روش

GS-800 افزار  و نامQuantity one و ان: )پنل سمت چپ(  اخذ ش:ه

  ImageMaster 2D platinum افزار نام ها با اسخفاده از آنالنز آن

های  های حاصل از روش ها به ئائنب نمایه )پنل سمت راست(. شکل

اسخون را به  -TCAمخانول و  (  -گنای الف( اسخون، ب( اسخون رسوب

 گذارن:. نمایش می

 

 رهها  Hs578T هها نشههان دادنههت آهه  تالههی  پروتئههوم      یازتهه 

TCA-  های   ا تون از نظر مییان رازیار  پروتئوم تام، حف، آشیتگ 

ی دو  عمودی و ازق  و تعتاد نقا  پروتئینه  قارهل مشها ته دک نمایه     

  ا آاک متتر ا س. رعتی، از  ایر کوش

ریشههترین میههیان رازیههار  پههروتئین تههام و نقهها   ایههن کوش، 

ی دو رعتی کا نیی داکد، اما اغلهف نقها  پروتئینه      پروتئین  نمای 

آ  تعتاد قارل تهوبر    داکای غلظس رسیاک پایین   ستنت تا بای  

ازیاک  نهالیی تصهویر قارهل شنا های       ی نرم  ا، تنرا را ا تفاده از  ن

ای  ان آرد آ  دک پروتئومیک مقایس توان ری راشنت. از این کو، م  م 

دک حهال  آه  دک کوش   ا تون رسیاک آاک مت ا هس؛   -TCAکوش 

 ا آمتهر ا هس، امها ریشهتر      متانوا، اگر چ  تعتاد پروتئین -ا تون

راشهنت و از غلظهس رهاشی  ررخوکداکنهت. رنهارراین،       نقا  قوی م 

 چنانچ   ت،، انجام  نالیی  رولو یک  پروتئهوم راشهت آه  دک  ن   

 -غلظههس نقهها  پروتئینهه  ا میههس داکد، ا ههتفاده از کوش ا ههتون

 .گردد متانوا پیشنراد م 
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Abstract 

Background: In spite of the wide use, low proteome coverage and fuzzy patterns are the most important 

deterrents for the clinical applications of gel-based proteomic studies. So herein, we tried to increase the 2-

dimentional proteome coverage of Hs578T breast cancer cells via investigating the efficacy of the three common 

techniques, usually used for interfering removal.  

Methods: Hs578T cells were incubated in a lysis solution to obtain raw cell extracts. Cellular soups of each 

extraction were then pooled, homogenized, and aliquoted to be further treated by three different protein-specific 

purification methods including acetone, acetone-methanol, and trichloroacetic acid (TCA)-acetone, each in 

triplicates. All the purified protein pellets were then dissolved in a standard rehydration buffer solution, loaded 

into the 17-cm immobilized pH gradient (IPG) strips, and separated according to their isoelectric points. Proteins 

were then separated once more according to their molecular weights in an O'Farrell separation system. Finally, by 

the visualization of the protein spots on the 2-dimentional profiles, quality and quantity of these 2-dimentional 

proteome patterns were then analyzed using the ImageMaster software. 

Findings: The obtained proteome recovery yields and total protein counts for acetone, acetone-methanol, and 

trichloroacetic acid-acetone methods were 0.100 ± 0.001, 0.070 ± 0.002, and 0.120 ± 0.005 ng/cell, and 1299 ± 9, 

1698 ± 14 and 1973 ± 17, respectively. The results represent data obtained from three independent experiments. 

Conclusion: Trichloroacetic acid-acetone purification not only represented the highest recovery yield, suitable 

for expensive assays, but also showed the most suitable proteome coverage. So, the method is recommended for 

the comparative proteomic studies. However, the acetone-methanol procedure is more recommended for 

serological proteome analysis (SERPA); since it represents stronger protein spots which are more fitted to the 

immunoblotting procedure. 
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