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Laboratuvar Teknikleri

“Western Blott” Teknigi

1975 yilinda Southern, jel elektroforezi ile
ayrilmis spesifik DNA fragmentlerini nitrose-
liloz membran filtreleri kullanarak tanimladi.
Bu teknik hemen kabul gérdi ve Southern
blotlama ismini aldi. Bu teknik molekiiler bi-
yolojide bir mihenk tas1 oldu. Bundan kisa bir
siire sonra, RNA molekiiliiniin filtre matriks-
lerde immobilize edilerek analizini saglayacak
yeni bir teknik gelistirildi. Bu teknik de Nort-
hern blotlama ismini aldi. Jeolojik tanimlama
serisine devam edilerek; 1979 yilinda bulunan
yeni teknige protein blotlama ya da bircogu-
muzun bildigi yaygin ismi ile Western blotlama
ismi verildi.

“Western blott” ya da “Immunoblott” tek-
nigi, antikor tespitinin 6zgulliigu ile jel elekt-
roforezinin rezollisyonunu biraraya getiren bir
yontemdir. Blotlama teknigi, bir antijenin var-
Iig1 ve miktari, molekiler agirlig1 ve antijen
izolasyonunun etkinligi gibi protein antijenle-
rinin 6nemli 6zelliklerini belirlemede kullani-
labilir.

1979 yilinda yontemin kesfiyle birlikte pro-
tein blotlama, arastirma laboratuvarlari icin
rutin bir ara¢ haline déniistii. Geleneksel ola-
rak kompleks bir 6rnek igcerisinde disik mik-
tardaki proteinlerin bulunmas1 ya da protein
sentezi ve temizlenmesinin izlenmesi ic¢in kul-
lanilir. En basit protein blotlama yontemi ola-
rak bilinen dot blott yonteminde, mikroporlu
bir membran {tizerine proteinin transferinde
vakum filtrasyonu kullanilir. Bu metot toplam
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protein sentez miktar1 hakkinda niteliksel bil-
gi saglayabilir ve paralel bir¢ok ¢rnek uygula-
nabilir, ancak proteinin molektiler agirlig: hak-
kinda bilgi vermez.

Daha kompleks bir yontem olan “Western
blott”, protein karisiminin jel elektroforezi ile
ayristirildiktan sonra uygun bir membrana
transferini kapsar. Protein spesifik olarak isa-
retli antikor veya antijenle reaksiyona girerek
tanimlanabilir (Sekil 1). Bu yontem ile 6zel bir
proteinin molektiler agirlig1 bilgisi ve islenmis
urtinlerden izoformlarin ayirimi mumkindir.
Protein uygun bir membrana transfer edildik-
ten sonra goriintiileme icin boyanabilir, N-
ucundan sekanslanarak direkt olarak tanimla-
nabilir, kiitle spektrofotometri ya da immiin-
tespit yapilabilir.

IMMUN SAPTAMAYA ETKi EDEN
FAKTORLER

Yeni bir “Western blott” protokolu gelisti-
rirken, blitiin komponentler ve bunlarin etkile-
simleri diistintilmelidir. Antikor konsantrasyo-
nu, tampon icerigi, bloklama ajanlari ve inkii-
basyon siireleri deneysel olarak test edilmeli ve
en iyi sartlar belirlenmelidir.

Genellikle gozardi edilen su kalitesi tiim ba-
samaklarda 6nemlidir ve kiiciik kirlilikler bile
biiyiik problemlere yol acabilir. Ornek olarak,
“horseradish” peroksidaz enzimi en saf sularda
dahi yaygin olarak bulunan pirojenler tarafin-
dan inhibe edilir ve azid antikor soltisyonlarin-
da koruyucu olarak kullanilir.
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Membran temelli immiin saptama

Substrat @

Sekil 1. Membran temelli immiin tespit yontemi.

Tamponlar

Iki tampon ¢ézeltisi yaygin olarak kullanil-
maktadir. Bunlar fosfat tamponu [phosphate
buffered saline (PBS)] ve tris tamponu [tris
buffered saline (TBS)] dur. Bu tamponlarin de-
gisik konsantrasyondaki uygulamalari cesitli
makalelerde yayinlanmistir. Burada oOnemli
olan, tamponun antikorun biyolojik aktivitesi-
ni koruyabilecek 6zellikte olmasidir.

Bloklama

Anlaml bir sonug¢ elde etmek i¢in, antikor-
lar membranda yalnizca ilgilendigimiz prote-
inlere baglanmalidir. Antikorlarin 6zgiin olma-
yan baglanmalarini azaltmak icin etkilesimsiz
protein ya da iyonik olmayan deterjanlar kul-
lanmilarak membranin bos kisimlari bloklanir.
Bloklama ajaninin membrana antikordan daha
yuiksek afinite gostermesi gereklidir. En yaygin
kullanilan bloklama ajanlari sigir serum albu-
min (BSA, %0.2-5), yag icermeyen siit tozu, ka-
zein, jelatin ve Tween 20’nin diltie soliisyonla-
ridir.

Antikorlar

Bloklamadan sonra ilgilenilen proteine 6z-
gl primer antikor ile membran inkiibe edilir.
Baglanmayan primer antikor yikanarak uzak-
lagtirildiktan sonra konjuge enzim ya da boya
iceren sekonder antikor ile membran inkiibe

edilerek, primer antikora baglh sekonder anti-
kor kompleksi olusturulur.

Direkt olarak isaretli primer antikor kulla-
nilabilir ise de; sekonder antikor kullanimi du-
yarliligin artirilmasi gibi bir¢cok avantajlara
sahiptir.

Yikama

Ortamda baglanmadan kalan ve yuksek
oranda 6zgil olmayan sinyal veya diisiik oran-
da 6zgil sinyal verilmesine neden olan antikor-
larin ortamdan uzaklagtirilmasi amaciyla TBS-
Tween 20 (TBST) ya da PBS-Tween 20 (PBST)
soltisyonlar: kullanilir.

Saptama Soliisyonlar:

Membran tizerinde 6zgil baglamalar: tespit
etmek i¢cin sekonder antikora konjuge enzimle
(horseradish peroksidaz ya da alkalen fosfotaz)
reaksiyona girerek sinyal olusturacak substrat-
larin kullanilmasi gerekmektedir. Uc tip subst-
rat yaygin olarak kullanilir. Bunlar kromoje-
nik, kemiliiminisans ve kemifloresans substart-
lardar.

Asagida sekil tizerinde verilen Western blot-
lama yontemi arastirmacinin ilgilendigi prote-
inin hiicrede ya da dokuda bulundugu miktara,
fizyolojik kosullarina, kullanilacak antikorun
cesidine gore cesitli modifikasyonlar gerektire-
bilmektedir.
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ile toplam protein miktar: 6l¢ulir.

[ Hiicre lizats j 1. Hiicre ya da doku 6rneginden protein lizat1 olusturulur. Bradford yontemi

{

kullanilarak érneklerin ylirtime zamanina karar verilir.

2. Ornekler SDS-PAGE elektroforeziyle ayristirilir. Uygun bir protein markir
Jel elektroforezi

=

membrana transferi

ya da yar1 kuru transfer sistemleri kullanilabilir). Yaygin olarak nitroseliiloz
ya da PVDF membranlar kullanilir.

. . 3. Jel tizerindeki proteinler membrana transfer edilir (1slak transfer sistemi
Proteinlerin

=

(antikor inkiibasyonu)

. Transfer isleminden sonra yikama soltisyonu ile membran yikanir ve
bloklama soltisyonu ile (yagsiz stit tozu) bir saat bloklanir.

antikora gore dilusyon miktari ve zamanina karar verilir.

[ ‘Immiinblotlama j 5. Membran tekrar yikanir ve primer antikor ile inkiibe edilir. Kullanilan

edilir.

<

. Membran yikanir ve uygun diliisyonda sekonder antikor ile muamele

[ Tespit ve analiz j 7. Substrat ile muamele edilerek protein bantlar: tespit edilir.
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