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İYON DEĞİŞİM KROMATOGRAFİSİ

• Proteinlerin, peptidlerin ayrılması ve pürifikasyonunda kullanılan yöntemlerden 
biridir.

• Yüklü ve iyonize olabilen moleküllerin ayrılıp saflaştırılmasında kullanılan önemli bir 
analitik yöntemdir. Polar analitler, elüent içindeki iyonlar ve kromatografik destek 
matriksine fikse olmuş iyonlar arasındaki iyonik veya elektrostatik interaksiyonlar
temel alınır.

• Biyomoleküller, yüklü kromatografi matriksine farklı derecelerde interaksiyon
gösterir.



Proteinlerin izoelektrik noktaları primer sekansa 
göre hesaplanabilir.
İlgilendiğimiz proteinin pI’ndan yüksek pH değerine 
sahip bir tampon içerisinde protein, net negatif 
yüklü olacaktır. Bu durumda pozitif yüklü anyon 
değişim matriksi ile yakalanabilir.



• Proteinler tersinir iyonik etkileşimle iyon değiştirici matrikslere bağlanır.

• Tampon çözeltinin iyonik gücü artırılarak ya da pH, bağlanan proteinin total 
yükü 0 olacak şekilde değiştirilerek nötralize edilir.

• Nötralize olan protein, iyonik etkileşim bitince karışımdan elüe edilir.

• Her proteinin total yüküne bağlı olan izoelektrik noktası, kolondan saf olarak 
ayrılması için gereken özelliğini de sağlar.

• Proteinlerin ayrıştırılmasında çoğunlukla selüloz  iyon değiştirici kullanılır.



Sabit faz; kovalent bağlı (+) veya (-) yüklü 
fonksiyonel grupları taşır
Mobil faz; matriksin tersi yük taşıyan 
tamponlanmış sulu çözeltilerdir.





İYON DEĞİŞTİRİCİ MATRİKSLER

• İyon değiştirici yükü

• Lineer akış hızı

• Örnek hacmi ve örnek fiziki, kimyasal özellikleri

• Negatif yüklüyse katyon değiştirici denir. Katyonlarla yerdeğiştirebilen (-) 
yüklü fpnksiyonel gruplar taşırlar.

• Fibröz ya da boncuklu yapıda olabilirler.

• Porozite açısından da mikroporöz, makroporöz ya da nonporöz matriksler
de mevcuttur. Nonporöz matriksler yüksek rezolüsyonlu separasyonlarda
tercih edilir (difüzyon etkisine dikkat). Mikroporlar bağlanma kapasitesini 
artırırken bant genişlemesine sebep olabilir.

• Hidrofilik/hidrofobik yüzey. Hidrofobik yüzeyli matrikslerde proteinler 
güçlü bağlanma nedeniyle geridönüşümsüz hasara uğrayabilir.



• Sellüloz: hidrofilik yüzey, kros-bağlanmayla artmış stabilite, ucuz

• Dextran: iyonik ortamı önemli miktarda genişletebilen kros-bağlanma materyali

• Agaroz: İyonik güç ve pH’tan bağımsız genişleme, fazla poröz polimerleşmeyle elde 
edilen yüksek bağlanma kapasitesi

• Poliakrilamid: Genişlemesi dextrana benzer

• Akrilat-kopolimer: yüksek pH stabilitesi

• Polistiren-divinilbenzen: Hidrofobik yüzey, proteinler için düşük bağlanma kapasitesi

• Silika: pH>8 stabil değil





WESTERN BLOTLAMA/
PROTEİN İMMÜNOBLOTLAMA

• Proteinlerin jel elektroforeziyle ayrılmaları sonrası ikinci bir matrikse
aktarılarak immünolojik olarak ilgilenilen proteinin kalitatif ve semi-kantitatif 
tespit edilmesidir.





WESTERN BLOTLAMA BASAMAKLARI

• Örnek hazırlama: hücre lizisi ve protein ekstraksiyonu

• SDS-PAGE Jel Elektroforezi

• Membran transferi

• Bloklama

• Antikor inkübasyonu

• Protein deteksiyonu ve görüntüleme





WESTERN BLOTLAMADA KULLANILAN MEMBRANLAR



BLOKLAMA

arkaplan gürültüsünü azaltmak için bloklama yapılır.



PROTEİNLERİN DETEKSİYONU

• Primer veya sekonder antikorlara konjuge edilebilen çeşitli etiketler mevcuttur. 
Deteksiyon yöntemi seçilen antikora göre değişebilir.

• Eskiden radyoizotoplar kullanılırdı. Pahalı, kısa raf ömrü, imhası!

• Enzimatik etiketler: HRP, AP çok yaygın. Kromojenik, florojenik ve kemilüminesant
substratlar

• Kemilüminesant blotlama substratları, enzim-substrat reaksiyonu sırasında sinyal verir.

• Florofor-konjuge antikorlarda substrat geliştirme basamağı yok ama fluresan sinyalin 
exitasyon ışık kaynağını detekt/dokümante edecek ayrı ekipman gerekir.





HKP REFERANS ALINIR



WESTERN BLOT ANALİZLERİ

semi-quantitative software as ImageJ (Java-based image-processing and
analysis software)


