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7N Western Blot

soliisyonunda aranan bir proteinin olup olmadiginmi ve
varsa ne kadar oldugunu anlamak i¢in kullanilan bir
yontemdir.

-\/ Western Blot testi molekiiler biyolojide protein
-,

., Western blot teknigi, antikor tespitinin ozgilligi ile jel
elektroforezinin rezoliisyonunu bir araya getiren bir
= yontemdir.

Towbin H, et al (1979). ""Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some
applications.". Proc Natl Acad Sci U S A. 76 (9): 4350-4354




Western Blot Nerelerde Kullanilir
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= Kanser biyolojisi ve patolojisi
™.« Mikrobiyoloji
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%, = Immiinoloji
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= Protein biyokimyasi
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* Doku calismalari

= Antikor testlerinde




= Western Blot Yonteminin Asamalari

- Orneklerin Hazirlanmasi
Jel Elektroforezi

Proteinlerin Membrana
Transferi

Immunblotlama
(antikor inkiibasyonu)

Goruntiuleme ve Analiz



Orneklerin Hazirlanmasi

= 1- Doku Homojenizasyonu
W, 2- Proteaz inhibitorleri
- 3- Lysis buffer (Tris-HCI ¢6zeltisi, tire, sodyum dodesil
", stlfat, gliserol, B-merkaptoetanol, bromfenol mavisi)
- 4- Santrifi
wo- 95-100 °C’de bekletme (protein ti¢ boyutlu yapisinin
kirmak 1¢1n)

Lysis

Centrifugation

Cell supernatant
contains soluble

roteins
P Cell supernatant
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pProteim with tTeww o
subunits, A arnd B,
Toimned HOhy a disulfide single subunit
bOridge

L‘
Nnegatively
charged SDOs
molecules

POLY ACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS
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™~ SDS-PAGE Jel Elektroforezi (Sodyum dodesil
-~ siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez)
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“‘3 oligomerik proteinleri altbirimlerine ayiran bir deterjandir. Bu
Cﬂet’erjan polipeptidlere baglanarak bir kompleks olusturur ve bu olusan
\ = = = = .o oo i

ampleks polipeptidlerin negatif yiikli kalmalarini saglar.
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PAGE: Elektriksel ¢ekim kuvveti kullanilarak proteinleri boyutlarina gore
- ayirmak icin kullanilan ortama denir.




Negative

10% Stacking gel dd H:O 3mL

1 M Tris-HCl1 21mL
(pHS.9)
30%Acr Bis 28 mL

10%SDS 80 uL
10%APS* 56 uL
TEMED* 6uL

6% Separating gel ddHO 2mL
IM Tris-HCl1 400 uL (pH 6.7)

30%Acr Bis 600 uL D ’L .1.

10%SDS* 36 uL

10%APS* 24 uL _ wl¢ ¢
TEMED 4ul Positive |

*, APS: Ammonium Persulfate ; TEMED: Tetramethylethylenediamine; | ¢ ¢
SDS: Sodium dodecy] sulfate Electrode

- -small proteins

An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.
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SDS-PAGE Jel Elektroforezi

- Eksi yiike sahip proteinler elektrik akimai ile jelde molekiiler
¢ _biiyiikliiklerine gore ayrilir.

A

- _~Elektroforez Tamponu
< _Glisin, Tris baz, SDS ve distile su




Proteinlerin Jel Uzerinde Goriiniir Hale

— Getirilmesi-Jelin Boyanmasi
1- Jelin sistem tlizerinden ¢ikartilir.
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(\2 Jel lizerindeki proteinler boyanmadan once jel iizerine
‘e sabitlenmelidir. (fiksasyon).

\— Fiksatiften gecirilen jel hafif distile su ile yikandiktan sonra
boyama islemine alinir. (%40 metanol , %10 asetik asit iceren
bifcozelti)

4- Coomassie brilliant blue (CBB) ile boyama (etanol, asetik asit
ve Coomasie parlak mavisi)




goruntusa.




SDS-Poliakrilamid Jel Uzerindeki Proteinlerin
— Membrana Aktarilmasi

‘1/ 1- Islak Sistem Transfer

Ve 2-Yar1 Kuru Sistem Transfer

™, 3_ Kuru Sistem Transfer Nitroseliiloz veya poli-viniliden
flortir (PVDF) membran

" Two buffer soaked
filter papers

" Polyacrylamide Gel

" Two butfer soaked
fiter papers
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Bloklama

-~

Transfer sonrasi proteinleri baglanmis olan
~ membran Tris-HCI, yagsiz sit tozu, Tween 20
ﬂ iceren (bloklama ¢ozeltisi) icinde ¢alkalamaya

S

/ birakilir.
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. Antikor Inkiibasyonu

“Bloklamadan sonra ilgilenilen proteine 6zgii primer antikor ile
membran inkiibe edilir. Baglanmayan primer antikor yikanarak

(uzaklastirildiktan sonra konjuge enzim ya da boya iceren sekonder
amtikor ile membran inkiibe edilerek, primer antikora bagl
sekonder antikor kompleksi olusturulur.

S

_—>Sinyal (kclorimetrik yada

Sekonder antikora Enzim substrat
baghenzim
Sekonder antikor
(Primer antikora ozga)
Proteine Ozgu antikor I

kemiluminisent)

(primer antikor)

// //

NMembran

Hedef protein (Nitroseliloz /PVDF)




< Protein Tanimlanmasi

~  Membran iizerinde 6zgiil baglamalari tespit etmek i¢in sekonder
w. antikora konjuge enzimle reaksiyona girerek sinyal olusturacak
(* _~substratlar kullanilmaktadir.
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1- Kolorimetrik Tanimlama
2- Kemiliiminesan Tanimlama
3- Floresan Tanimlama
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8. Colorimetric B. Chemiluminescence . Fluorescence
Substrate Substrate

Light
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1- Kolorimetrik Tanimlama

- e’ ?
C NH +HRP-O +H,0

ooy ey oIl

~1€" Quinone iminium cation radical

i -. s

to complex
brown precipitate

H C

Nanbanturpu peroksidazi (Horseradish peroxidase)
; en fosfotaz
DAB: Diaminobenzidin
4CN: 4-Chloro-1-naphthol







~ 2- Kemiluiminesan Tanimlama

- Kemiliiminesans ya da kimyasal isildama, madde iginde
gerccklesen kimyasal reaksiyon sonucu cok az miktarda isil

(\‘1§1ma ve 1s1k 1simasi durumudur. Western Blot’da ikincil
amtikora bagli olan enzime 6zgii substrat ortama konulduu
zaman 1sima meydana gelir. Bu asama karanhk ortamda
gerceklestirirlir ve X-ray film kullanilir.

substrate f: ght

secondary antibody /
HRP conjugate /
. f
\\
. -
\ :
\ oxidized products

& A
primary antibody . ;

profeins transferred
o the membrane




\/« 3- Floresan Tanimlama

,\/ Floresan tanimlama yonteminde Ikincil antikor flurescein,
(‘\o — texas red, phycoerythrin gibi floresan bir maker ile

\/’_; baglanmistir. Bu yontemde floresan isimanin tanimlanmasi
- icin ek bir goriintiileme sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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h Western Blot’in Avantajar1 ve Dezavantajlari

* Yanlis lekeleme, carpik soluk
hatta birden bantlar yontemin
dezavantajlaridir.

« Maliyet, etiketli antikorlar,
yetenekli analistler ve laboratuvar
ekipmani 1¢in harcamalar
gerekmektedir.

e Uzun sure







