12. WESTERN BLOT UYGULAMASI

MEMBRANA AKTARIMLA PROTEIN SAPTANMASI: WESTERN EMDIiRIMi
(“BLOTTING”)

A. BILGI

Herhangi bir 6rnekten elde edilen ve ¢ok sayida protein igeren bir karisimin ig¢inde istenen tek
bir proteini 6zgilin bir sekilde saptamak i¢in molekiiler biyolojide en yaygin olarak kullanilan
yontem Western blot yontemidir. Bu sekilde ilgilenilen bir proteinin Ornekte bulunup
bulunmadigi ve bulunuyorsa goreceli olarak (yar1 kantitatif) farkli gruplar arasindaki miktari
hesaplanabilir. Uygulanan protokol ve kullanilan boyaya gore degismekle birlikte, bu yontemle

membran {izerinde bulunan 5 ng gibi az miktardaki proteinler dahi tespit edilebilir.

Western blot isleminden 6nce, 6rnekte karisim halinde buluna proteinler genellikle belli oranda
bir 6n ayrima tabi tutulur. Bu sayede elde edilen parametreler aranan proteinin tespitinde
kullanilir. Bu ayrim molekiiler agirliklarina (SDS-PAGE, elektroforez), biiyiikliikleri ve
yiiklerine (dogal PAGE), izoelektrik noktasina veya molekiiler agirlik ve izoelektrik noktasinin
her ikisine (2D-PAGE) gore olabilir. Ayrica istenirse ve ¢alisma igin gerekliyse kromatografik

yontemlerle 6n ayrim saglanip daha sonra jele yiiklenebilir.

Western blot islemi birbirini takip edecek sekilde, (1) proteinlerin membrana aktarimi, (2)
bloklama, (3) birincil antikor uygulanmasi, (4) ikincil antikor uygulanmasi ve (5) goriintiileme

olmak tizere temel olarak bes basamaktan olusur.

[Ik asamada, jelde ayrilan proteinler membrana aktarilir ve diger tiim islemler bu membran

iizerinde gerceklestirilir. Jel yerine membran kullanilmasinin 6nemli avantajlar1 vardir:

e Kullanilan antikorlar (veya diger maddeler) membran yiizeyindeki proteinlerle
cok daha kolay etkilesime girerler. Bu sekilde, jelin i¢ine gémiilii oldugu igin
saptanamayacak az miktardaki proteinler de, membrana aktarildiginda ince bir
yiizeyin {lizerinde toplanacaklarindan tespit edilebilir hale gelirler.

e Yapilan igslemler jelle karsilastirildiginda ¢ok daha kisa siirede ve daha az madde

harcanarak gercgeklestirilir.



e Membranlar jele gore daha dayaniklidirlar ve uzun siire rahatlikla

saklanabilirler.
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Western blot yonteminin temelini olusturan antikor etkilesimlerinin sematik gosterimi

(http://www.cellsignal.com/products/7072.html)

Aktarimda, farkli yiik ve baglama 6zelliklerinde ¢esitli tipte membranlar kullanilabilir. Bunlar
arasinda en ¢ok kullanilan ikisi, negatif yiiklii olan nitroseliiloz ve polivinilidin difloriir (PVDF)
membrandir. Nitroseliiloz membranda proteinlerin baglanmasinda hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler rol oynar. Kapasitesi yliksek ve maliyeti diisliktiir, ancak kirilganlig1 fazladir.
PVDF membranda proteinlerin baglanmasinda hidrofobik etkilesimler rol oynar. Kapasitesi ve
maliyeti yiiksektir ancak asitlere ve organik ¢oziiciilere daha dayaniklidir ve dizileme ve amino
asit analizleri i¢in daha uygundur. Ayrica membran {izerindeki antikorlar temizlenip farkli

antikorlarla muamele edilerek ayn1 membranin birden fazla kullanilabilmesi de s6z konusudur.

Proteinlerin membrana aktarimi pasif (kapiler) emdirim ve elektro-emdirim (electro-blotting)
olmak iizere temelde iki yontemden biriyle yapilabilir. Pasif emdirimde membran ile jel iist iiste
koyulur ve aktarma tamponuyla 1slatilmig kalin filtre kagitlar1 arasina yerlestirilir. Daha sonra
bunlarin iizerine agirlik koyularak jeldeki bantlarin, 1slak filtre kagitlarindaki tamponun kilcal
etkisiyle membran tarafindan emilmesi saglanir. Ancak bu islem birkac giin siirdiiglinden

genellikle daha hizli ve etkin olan elektro-emdirim yontemi kullanilir.

Elektro emdirim 1slak (wet blotting, tank aktarim sistemiyle) veya yar1 kuru (semi-dry blotting,
uygun cihazlarla) olarak yapilabilir. Islak emdirimde yine jel ve membran iist {iste koyulur ve

filtre kagitlarylartyla sandvi¢ seklinde hazirlanip anot ve katot taraflarina dikkat ederek i¢inde



transfer tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilir. Bu islem 45 dk-1 sa gibi ¢ok kisa

bir siirede tamamlanuir.

Yar1 kuru emdirimde ise yine sandvi¢ seklinde hazirlanmis jel ve membran uygun cihazlarla
yatay olarak elektrik akimi verilir. Bu yontem de hizlidir ve ¢ok az transfer tamponu harcanir

(sadece jeli yikamak ve filtre kagitlarini 1slatmak igin).

Transfer buffer

Cathode [-)

Filter papar
Gel

Hitrocellulose membrane _D D

Filter g e

Membrane
[with transferred
proteins)

Anade [+]

“If proteins are hydrophobic,
uze PYDF membrane instead.

Yari-kuru  emdirim  yOntemiyle  proteinlerin  jelden = membrana  aktarilmasi

(http://protocolsonline.com/proteomics/western-blotting/)

Western blot yonteminde ikinci basamak olan bloklama isleminde ama¢ membrana aktarilan
proteinlerin digindaki bosluklarin kapatilmasidir (6zellikle proteinlerin saptanmasinda antikor
gibi immiinolojik etkilesimler kullanilacaksa). Bu sayede yine protein yapisinda olan
antikorlarin membranin bos kisimlarma baglanmasi en aza indirgenmis olur ve proteinlere
baglanma orani da en iist seviyeye ¢ikarilir. Bu amacla, kullanilan membranin 6zelligine ve
uygulanan protokole gore ¢esitli bloklama tamponlari/¢cozeltileri kullanilabilir. Bloklama i¢in
genellikle protein ajanlar tercih edilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar sigir serum albiimini
(BSA), yagsiz siit tozu ve jelatindir (genelde tercih edilmez). Tween-20, NP-40 ve Triton X-
100 (genelde tercih edilmez) gibi iyonik olmayan deterjanlar ve polivinilpirolidon (PVP-40)
gibi baz1 diger maddeler de kullanilabilir.

Bu asamadan sonra membran Oncelikle, ilgilenilen proteine 6zgili birincil antikor (IgQG) ile
muamele edilir ve membrandaki proteinlerin antikor ile reaksiyona girmesi saglanir. Birincil
antikor segilirken hedeflenen proteine kars1 liretilmis ve tizerinde ¢alisilan organizmaya uygun

olmasina dikkat edilmelidir. Ancak herhangi bir organizmada iiretilen bir antikor diger



canlilarda da capraz reaksiyon gostererek calisabilir. Bu bilgi firmalarin bilgi kagitlarinda yer

almaktadir.

Daha sonra da, renkli bir iiriin olusturabilen bir enzim [alkalin fosfataz ya da yabanturpu
peroksidazi (HRP)] bagl veya radyoaktif isaretli ikincil antikor (anti-lgG) ile muamele ederek
ikincil antikorun, hedef proteine baglanmis olan birincil antikorlarla etkilesime girmesi saglanir
(Sekil 3). Ikincil antikor segilirken kullanilan birincil antikor ile uyumlu olmasima dikkat
edilmelidir. Ornegin kullanilan birincil antikor tavsanda (rabbit) iiretilip elde edilmisse, ikincil
antikor anti-tavsan (anti-rabbit) olmalidir. Ikincilin hangi organizmada iiretildigi &nemli
degildir, onemli olan birincil antikorun elde edildigi organizmanin IgG’leri i¢in anti- 6zellikte
olmasidir (Ornegin goat anti-rabbit olabilir. Yani kegide iiretilmistir ve antijen olarak tavsan

IgG’si kullanilmastir).
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(http://protocolsonline.com/proteomics/western-blotting/)

Son olarak da membran goriintiilenir ve ardindan bilgisayar ortaminda kaydedilir veya film
olarak basilir. Ikincil antikora baglanmis enzimler i¢in gelistirilen kemiliiminesans 6zellikteki
substratlar (luminol gibi) duyarliligt 6nemli o6lclide arttirmaktadir. Saptama radyoaktif

isaretleme ile de saglanabilmektedir. Bunlarin disinda daha farkli saptama yontemleri de vardir.



—
Membrane
(ready ta be
visualized)

@_5@_.-__'- Scammer
/!

chemiluminescence |

reagent —
— .

P,
»

Results
Image Station

. ]

|
N

Membranin goriintiilenmesi (http://protocolsonline.com/proteomics/western-blotting/)

B. UYGULAMA

WESTERN BLOT PROTOKOLU

N
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Oncelikle kullanilacak drnekten uygun olan bir ydntemle protein saflastirmasi yapilir.
Kullanilacak olan 6rneklerin protein miktar tayini yapilarak (6r: Bradford yontemi ile)
protein konsantrasyonlari belirlenir.

Ornekler aym miktarlarda protein icerecek sekilde SDS poliakrilamit jele yiiklenir
ve yiriitiliir.

Marker olarak “prestained” kullanilarak transferin olup olmadigi kontrol edilebilir.
PVDF membran jelin boyutuna uygun olarak kesilir ve 10 dak. %100 methanolle
calkalayicida muamele edilir.

Membran ve yiiriimesi tamamlanan jel 15 dak. 1X Towbin transfer tamponuyla
calkalayicida muamele edilir.

Membran ve jel sandvi¢ yontemiyle western blot transfer aparatina (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, 170-3930, 170-3935, Bio-Rad) yerlestirilir. Bu islem igin
siinger 1X Towbin transfer tamponuyla 1slatilir. Uzerine bir adet kalin transfer kagidi
transfer tamponuyla 1slatilip koyulur. Onun iizerine jel koyulur. Jelin {izerine membran
diizgiin bir sekilde yerlestirilir ve yine sirasiyla transfer tamponuyla 1slatilimis kagit ve
stinger koyulur. Hava kabarcig1 kalmamasi icin silindirik bir malzemeyle iistiinden
bastirilir. Daha sonra sikistirma aparatina jel tarafi siyah tarafa gelecek sekilde
koyulur ve sikistirthir. Transfer aparatina yine siyah taraf siyah tarafa gelecek sekilde

yerlestirilir.
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Sekil. Membran, jel ve filtre kagidinin sandvi¢ yontemiyle hazirlanmasi ve transfer

aparatina yerlestirilmesi

7. 1X Towbin transfer tamponuyla 100 V°de 1 saat transfer islemi gerceklestirilir. Transfer
buz iistiinde yapilir, ayrica tankin i¢ine de buz akiisii koyulur.
8. Proteinlerin transfer oldugu membran %5 BSA’li (w/v) TBST i¢inde (bloklama
tamponu) 1,5 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida bloklanir.
9. Bloklama tamponu dokiiliir ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikanir (Her
seferinde bir dnceki dokiiliir).
10. Bloklama tamponunun i¢inde ilgilenilen proteine 6zgiin “primary antibody” (birincil
antikor) uygun oranda seyreltilerek 12-16 saat ¢alkalayicida +4°C’de galkalanir.
NOT: En uygun seyreltme orani i¢in birincil antikorun bilgi kagidina bakilmalidir (6r: Cell
Signaling Technology firmasinin #4967 katalog numarali B-aktin birincil antikoru igin bu
seyreltme 1:1000 olarak belirtilmistir. Birincil antikor, ilgilenilen protein neyse ona 6zgiin
olarak siparis edilmelidir.
11. Bloklama tamponunda seyreltmesi yapilan birincil antikor soliisyonu atilmaz,
tekrar kullanim icin ayr1 bir tiipe alinarak +4°C’de saklanir.
12. Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile ¢alkalayicida muamele edilir.
13. Membran, bloklama tamponu icinde uygun oranda seyreltilerek hazirlanmis
“secondary antibody” (ikincil antikor) ile oda sicakliginda galkalayicida 1 saat muamele
edilir.

NOT: Ikincil antikor i¢in uygun seyreltme yine iiriiniin bilgi kdgidina bakilarak belirlenebilir.



14. Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile calkalayicida muamele edilir (Her seferinde bir
onceki dokiliir).

NOT: Bundan sonraki asama boya gelistirme islemlerini igermektedir. Bu basamaklar

kullanilan kite gore degisebilir. Bu nedenle kullanilan kitin kitap¢iginda yazan protokol

dikkate alinmalidir. Burada yazilan islemler Thermo Scientific firmasinin #34095 katalog
no.lu SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate isimli kiti i¢indir. Kitin
icinde SuperSignal West Femto Luminol/Enhancer Solution (#1856189) ve SuperSignal

West Femto Stable Peroxide Buffer (#1856190) reaktifleri mevcuttur.

15. Kitin i¢indeki SuperSignal West Femto Luminol/Enhancer Solution ve SuperSignal
West Femto Stable Peroxide Solution reaktiflerinin 1:1 oraninda karistiriimasiyla
“calisma c¢ozeltisi elde edilir. Elde edilen “calisma ¢6zeltisi” iginde membran 5 dak. oda
sicakliginda calkalayicida muamele edilir ve goriintiilenir. Calisma ¢ozeltisi 1518a

duyarli oldugundan bu islem karanlikta gergeklestirilmelidir.

“STRIPPING” iSLEMI

(Primer ve sekonder antibadileri membrandan temizleyip yeni antibadi uygulanmasi)
16. Membran 2 sefer 5 dk. TBST ile yikanir.
17. Calkalayicili su banyosunda 50°C’de 30 dk. calkalanir.
18. 3 sefer 5’er dk. TBST ile yikanir.

19. Bloklama asamasindan (8. basamak) itibaren protokol ayni sekilde uygulanir.

Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

10X Towbin Transfer Tamponu Stok Cozeltisi (1 litre icin) (+4°C’de saklanir)
e 30.3gTris
e 144 g Glycine
e 20 ml %10 SDS

1X Towbin Transfer Tamponu Kullanim Cézeltisi (+4°C’de saklanir)
10X lik stok kullanilirken asagidaki sekilde 1X’e seyreltilir:

100 ml 10X stok + 200 ml %2100 methanol + 700 ml ultra saf su
TEKRAR KULLANILABILIR



10X TBS stok (1 litre i¢cin) (+4°C’de saklanir)
e 24.23 g Trizma-HCI
e 80.06 g NaCl

Cozeltinin pH’1 7.6 civar1 olmaktadir.

TBST (+4°C’de saklanir)
10X’1lik TBS stogu 1X’e seyreltilir ve igine son hacim oran1 %0.05 (v/v) olacak sekilde Tween
20 koyulur (Or: 10 ml 10X stok + 89.95 ml ultra saf su + 50 ul Tween 20).

Bloklama Tamponu
TBST igine %5 (w/v) oraninda BSA koyulur (Or: 5 g BSA tartilip 100 ml’ye TBST ile

tamamlanir).

Stripping Tamponu (100 ml i¢in) (Oda sicakliginda saklanir)
e 750 mg Tris
e 29gSDS
e 700 pl 2-merkaptoetanol

pH 6.8 civari olmali.
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