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Laboratuvar Teknikleri

“Western Blott” Tekniği

1975 yılında Southern, jel elektroforezi ile
ayrılmış spesifik DNA fragmentlerini nitrose-
lüloz membran filtreleri kullanarak tanımladı.
Bu teknik hemen kabul gördü ve Southern
blotlama ismini aldı. Bu teknik moleküler bi-
yolojide bir mihenk taşı oldu. Bundan kısa bir
süre sonra, RNA molekülünün filtre matriks-
lerde immobilize edilerek analizini sağlayacak
yeni bir teknik geliştirildi. Bu teknik de Nort-
hern blotlama ismini aldı. Jeolojik tanımlama
serisine devam edilerek; 1979 yılında bulunan
yeni tekniğe protein blotlama ya da birçoğu-
muzun bildiği yaygın ismi ile Western blotlama
ismi verildi. 

“Western blott” ya da “Immunoblott” tek-
niği, antikor tespitinin özgüllüğü ile jel elekt-
roforezinin rezolüsyonunu biraraya getiren bir
yöntemdir. Blotlama tekniği, bir antijenin var-
lığı ve miktarı, moleküler ağırlığı ve antijen
izolasyonunun etkinliği gibi protein antijenle-
rinin önemli özelliklerini belirlemede kullanı-
labilir.

1979 yılında yöntemin keşfiyle birlikte pro-
tein blotlama, araştırma laboratuvarları için
rutin bir araç haline dönüştü. Geleneksel ola-
rak kompleks bir örnek içerisinde düşük mik-
tardaki proteinlerin bulunması ya da protein
sentezi ve temizlenmesinin izlenmesi için kul-
lanılır. En basit protein blotlama yöntemi ola-
rak bilinen dot blott yönteminde, mikroporlu
bir membran üzerine proteinin transferinde
vakum filtrasyonu kullanılır. Bu metot toplam

protein sentez miktarı hakkında niteliksel bil-
gi sağlayabilir ve paralel birçok örnek uygula-
nabilir, ancak proteinin moleküler ağırlığı hak-
kında bilgi vermez. 

Daha kompleks bir yöntem olan “Western
blott”, protein karışımının jel elektroforezi ile
ayrıştırıldıktan sonra uygun bir membrana
transferini kapsar. Protein spesifik olarak işa-
retli antikor veya antijenle reaksiyona girerek
tanımlanabilir (Şekil 1). Bu yöntem ile özel bir
proteinin moleküler ağırlığı bilgisi ve işlenmiş
ürünlerden izoformların ayırımı mümkündür.
Protein uygun bir membrana transfer edildik-
ten sonra görüntüleme için boyanabilir, N-
ucundan sekanslanarak direkt olarak tanımla-
nabilir, kütle spektrofotometri ya da immün-
tespit yapılabilir. 

İMMÜN SAPTAMAYA ETKİ EDEN 
FAKTÖRLER

Yeni bir “Western blott” protokolü gelişti-
rirken, bütün komponentler ve bunların etkile-
şimleri düşünülmelidir. Antikor konsantrasyo-
nu, tampon içeriği, bloklama ajanları ve inkü-
basyon süreleri deneysel olarak test edilmeli ve
en iyi şartlar belirlenmelidir. 

Genellikle gözardı edilen su kalitesi tüm ba-
samaklarda önemlidir ve küçük kirlilikler bile
büyük problemlere yol açabilir. Örnek olarak,
“horseradish” peroksidaz enzimi en saf sularda
dahi yaygın olarak bulunan pirojenler tarafın-
dan inhibe edilir ve azid antikor solüsyonların-
da koruyucu olarak kullanılır. 
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Tamponlar

İki tampon çözeltisi yaygın olarak kullanıl-
maktadır. Bunlar fosfat tamponu [phosphate
buffered saline (PBS)] ve tris tamponu [tris
buffered saline (TBS)] dur. Bu tamponların de-
ğişik konsantrasyondaki uygulamaları çeşitli
makalelerde yayınlanmıştır. Burada önemli
olan, tamponun antikorun biyolojik aktivitesi-
ni koruyabilecek özellikte olmasıdır. 

Bloklama

Anlamlı bir sonuç elde etmek için, antikor-
lar membranda yalnızca ilgilendiğimiz prote-
inlere bağlanmalıdır. Antikorların özgün olma-
yan bağlanmalarını azaltmak için etkileşimsiz
protein ya da iyonik olmayan deterjanlar kul-
lanılarak membranın boş kısımları bloklanır.
Bloklama ajanının membrana antikordan daha
yüksek afinite göstermesi gereklidir. En yaygın
kullanılan bloklama ajanları sığır serum albu-
min (BSA, %0.2-5), yağ içermeyen süt tozu, ka-
zein, jelatin ve Tween 20’nin dilüe solüsyonla-
rıdır. 

Antikorlar

Bloklamadan sonra ilgilenilen proteine öz-
gü primer antikor ile membran inkübe edilir.
Bağlanmayan primer antikor yıkanarak uzak-
laştırıldıktan sonra konjuge enzim ya da boya
içeren sekonder antikor ile membran inkübe

edilerek, primer antikora bağlı sekonder anti-
kor kompleksi oluşturulur. 

Direkt olarak işaretli primer antikor kulla-
nılabilir ise de; sekonder antikor kullanımı du-
yarlılığın artırılması gibi birçok avantajlara
sahiptir. 

Yıkama

Ortamda bağlanmadan kalan ve yüksek
oranda özgül olmayan sinyal veya düşük oran-
da özgül sinyal verilmesine neden olan antikor-
ların ortamdan uzaklaştırılması amacıyla TBS-
Tween 20 (TBST) ya da PBS-Tween 20 (PBST)
solüsyonları kullanılır. 

Saptama Solüsyonları 

Membran üzerinde özgül bağlamaları tespit
etmek için sekonder antikora konjuge enzimle
(horseradish peroksidaz ya da alkalen fosfotaz)
reaksiyona girerek sinyal oluşturacak substrat-
ların kullanılması gerekmektedir. Üç tip subst-
rat yaygın olarak kullanılır. Bunlar kromoje-
nik, kemilüminisans ve kemifloresans substart-
lardır. 

Aşağıda şekil üzerinde verilen Western blot-
lama yöntemi araştırmacının ilgilendiği prote-
inin hücrede ya da dokuda bulunduğu miktara,
fizyolojik koşullarına, kullanılacak antikorun
çeşidine göre çeşitli modifikasyonlar gerektire-
bilmektedir. 

Şekil 1. Membran temelli immün tespit yöntemi.

Membran temelli immün saptama
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1. Hücre ya da doku örneğinden protein lizatı oluşturulur. Bradford yöntemi
ile toplam protein miktarı ölçülür.

2. Örnekler SDS-PAGE elektroforeziyle ayrıştırılır. Uygun bir protein markırı
kullanılarak örneklerin yürüme zamanına karar verilir.

3. Jel üzerindeki proteinler membrana transfer edilir (ıslak transfer sistemi
ya da yarı kuru transfer sistemleri kullanılabilir). Yaygın olarak nitroselüloz
ya da PVDF membranlar kullanılır.

4. Transfer işleminden sonra yıkama solüsyonu ile membran yıkanır ve
bloklama solüsyonu ile (yağsız süt tozu) bir saat bloklanır.

5. Membran tekrar yıkanır ve primer antikor ile inkübe edilir. Kullanılan
antikora göre dilüsyon miktarı ve zamanına karar verilir.

6. Membran yıkanır ve uygun dilüsyonda sekonder antikor ile muamele
edilir.

7. Substrat ile muamele edilerek protein bantları tespit edilir.

Hücre lizatı

Jel elektroforezi

Proteinlerin
membrana transferi

´İmmünblotlama
(antikor inkübasyonu)

Tespit ve analiz


