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OZET

Western Blot (WB) teknigi, herhangi bir 6rnekten istenen tek bir proteini 6zgiin bir
sekilde saptamak i¢in molekiiler biyolojide kullanilan eski ve giivenilir bir yontemdir.
Proteinlerin uyaranlara kars1 verdigi yanitlarin arastirilmasinda, protein ifadesinin var-
yok ya da artmis-azalmig olarak degerlendirilmesinde, hiicre spesifik protein
izoformlarmin belirlenmesinde, genetik hastaliklarin ortaya ¢ikigindan sorumlu
proteinlerin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir metottur. Yapilan bu derlemede,
WB tekniginin prensibi, protokolii ve virolojide kullanimi hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metot, Viroloji, Western Blot,

ABSTRACT

The Western Blot technique is an old and reliable method used in molecular biology to
uniquely detect a single protein from any sample. It is a frequently used method for
investigating the responses of proteins to stimuli, evaluating protein expression as
either absent or increased-decreased, determining cell specific protein isoforms and
determining proteins responsible for the occurrence of genetic diseases. In this
composition, information has been provided about principle, protocol and use of
Western Blot technique in virology.
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IRIS

Bloting (blotlama), bir karisimdaki molekiillerin varligini

O0lemek amaciyla gelistirilmistir. Bu teknik ile cesitli

ayrim ve tespit yontemleri kombine edilerek, hiicrelerin

farkli  molekiillerinin  sentezi belirlenir, antijenleri

identifiye edilerek analizi yapilabilir. Cesitli tipleri olan
blotlama; teknik yonden ii¢ kisimda incelenir,

Southern blot

Genomik DNA (gDNA) restriksiyon enzimleriyle Kesilerek,
fragmentlerine ayrilir. Bu fragmentler biiyiikliikklerine goére agaroz jel
elektroforez yontemi ile ayrildiktan sonra, blot yontemi ile de filtreye
gecirilir. Bolgeye 6zgii prob (radyoaktif veya diger tespit edilebilir bir iz
ile isaretlenmis olan; klonlanmis bir DNA veya RNA molekiiliidiir. Bu
molekiiller hibridizasyon ile onun komplementer (es) dizisinin
bulunmasinda kullanilir), yalnizca kendisine tiimleyici bazlari igeren
DNA fragmentleriyle hibridize olur ve bu da filtre ilizerine uygulanan
otoradyografi islemiyle bantlar {izerinde goriiniir hale getirilir
(Schlickeiser & Pleyer, 2007).
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Western Blot

Nothern blot

M(RNA) ya da virus RNA’sinin saptanmasi
amaciyla kullanilir. Test; RNA-DNA ya da
RNA-RNA hibridizasyonu olusturarak yine
filtre  {izerine otoradyografi  yapilarak
gerceklestirilir (Schlickeiser & Pleyer, 2007).

Western blot

WB hiicre ve molekiiler biyolojide kullanilan
cok Onemli bir tekniktir. WB teknigi
hiicrelerden  ekstrakte edilmis proteinlerin
kompleks karigimindan spesifik proteinlerin
identifiye edilmesinde kullanilan bir teknik olup
¢ temel adimdan olusmaktadir. Bunlar
sirastyla, (1) farkli boyutlara sahip olma
prensibine dayanilarak yapilan ayrim, (2) kati
bir faza (membrana) aktarim, (3) goriiniir hale
getirmek i¢in  uygun birincil ve ikincil
antikorlar1 kullanarak hedef  proteini
isaretlemedir (Sekil 1) (Memelink vd., 1994).

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan WB
teknigi, belirli bir protein veya protein profilini
analiz etmeye yarayan yiiksek hassasiyetli ve
yar1 kantitatif (semi-quantitative) molekiiler bir
tekniktir (Kurien & Scofield, 2006).

WB teknigi, ilk kez 1970 yilinda Ulrich
Laemmli  tarafindan  poliakramid  jelde

Western Blotting Procedure

elektriksel glic vasitasiyla molekiil ayrim
prensibi kullanilarak gelistirilmistir. Bu yiizyilin
sonunda,  Towbin (1979)  proteinlerin
poliakramid-iire jelden nitroseliiloz
membranlara transferi tanimlamistir. ki yil
sonra Burnette, poliakramid jel ve sodyum
dodesil siilfat (SDS-PAGE) kullanilan WB
teknigini  bildirmiglerdir. ~Giiniimiizde WB,
enfeksiy0z, otoimmiin, romatizmal ve onkolojik
hastaliklarin teshisi i¢in biyomedikal alanda
anahtar bir teknik haline gelmistir (Martinez-
Flores vd., 2017).

TEKNIK

Protein ekstraksiyonu ve hiicre lizisi

WB, hayvansal ve bitkisel dokulardan, hiicre
kiiltiirlerinden, bakterilerden ve mayalardan
proteinleri  belirleyebilen ¢ok yonli  bir
tekniktir. Sonucglar1 diizgiin bir sekilde elde
etmek i¢in, mekanik ve kimyasal metotlarla
yapilabilen 1iyi bir protein ekstraksiyonu
gereklidir.  Asindirict  kullanarak  yapilan
sonikasyon, cam veya metal boncuklarla
yapilan homojenizasyon gibi yontemler en ¢ok
kullanilan mekanik metotlardir (Martinez-
Maqueda vd., 2013).

1.SDS-PAGE de &rnekleri 2 Elektroforetik olarak
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Sekil 1. Western Blot prosediirii (CUSABIO 2018)




Kimyasal metotlar; proteinleri ¢6zdiirme
yetenegine sahip tamponlarin kullanimini igerir.
Bu tamponlarda sodyum dodesil siilfat (SDS),
deoksikolat ve setil trimetilamonyum bromiir
(CTAB) gibi iyonik deterjanlar mevcuttur.
Ayrica iyonik olmayan veya zvitteriyonik
kimyasallar gibi baska deterjanlar1 kullanmak
da miimkiindiir ve se¢im, istenen ekstraksiyon
verimliligi ile litik etkinin hizina baghdir.
Omegin; SDS saniyeler iginde hiicreyi lize
edebilir ancak proteinleri de denatiire edebilir.
Triton X-100, protein denatiirasyonu veya
protein kompleksinin parcalanmasindan
sakinarak; hiicreleri diizglince ve yavasca lize
edebilen iyonik olmayan bir deterjandir. Bu
metot, protein yapist veya protein aktivitesini
iceren testler i¢in tavsiye edilir. [(3-
kolamidopropil) dimetilamonyum], -1-
propansiilfonat gibi zvitteriyonik deterjanlar
¢oziinmiis proteinin yiikkii ya da net yik
etkilenmeden kullanilabilir. Proteinleri
¢ozdiirmedeki verimliligi acisindan en ¢ok
kullanilan tamponlardan biri, proteazin ticari bir
inhibitord, pH 7.5 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, %21 Triton X-100, %0,5 sodyum
deoksilat, %0,1 SDS ve 5 mM EDTA igeren
radyoimmiinopresipitasyon  testi  tamponu
(RIPA)’dur. Kolon kanseri hiicre hatti HT-
29°da  bu igerikler sitoplazmik proteinleri
cozerek yiiksek verimlilik gosterir (Flores ve
ark 2017). RIPA’ya ilaveten, Tris-Triton (10
mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, %1 Triton X-100, %10 gliserol,
%0,1 SDS, %0,5 deoksilat) ve 20 mM Tris-HCI
pH 7.5 gibi sitoplazmik  proteinlerin
ekstraksiyonu i¢in tamponlarda vardir. Lizis
tampon soliisyonlarina ilave edilen proteaz
inhibitorlerinin ~ kullanom  amaci  protein
yapilarinin korunmasidir. Sonug¢ olarak, lizis
isleminden sonra alt-hiicresel fraksiyonlar
diferensiyal  santrifiijlerle ayrilir;  tortuda
membran proteinlerini, siipernatantta c¢oziinen
proteinleri elde etmek miimkiindiir (MacPhee
vd., 2010; Jensen, 2012).

Protein miktar:

Elektroforez  isleminden  Once;  protein
konsantrasyonlarim1  belirlemek  ve  jelin
kuyularinda bulunan miktart homojenize etmek
icin, protein igerigi miktarmin belirlenmesi
gereklidir. Cok fazla proteinin olmasi testin
yanlis sonu¢ vermesine sebep olur. Proteinlerin
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nicellestirilmesi i¢in farkli metotlar vardir. En
cok kullanilanlar Lowry, Bradford ve
bisinkoninik asit (BCA)’tir. Bu kalorimetrik
testler, bazi protein aminoasitlerinin farkli
reaktiflerle reaksiyona girdigi zaman, sekillenen
renk degisimine dayanir (Sapan vd., 1999).

Lowry protein testi

Bu metot Follin reaktif ve bakirin kullanim ile
iliskilendirilmistir. 750 nm dalga boyunda tespit
edilir ve renk yogunlugu protein
konsantrasyonunu verir (Martinez-Flores vd.,
2017).

Bradford protein testi

Bu yontemde; proteinlere baglanabilen ve 465-
595 nm dalga boyunda belirlenebilen renk
degisimine sebep olan “Coomasie Brilliant
Blue” boyasi kullanilir (Martinez-Flores vd.,
2017).

Bisinkoninik testi

Bisinkoninik asit (BSA) ile protein testi olduk¢a
yiiksek duyarliliga sahiptir. BSA olarak bilinen;
yiksek duyarlilikla Cu2+ iyonlarini tespit
edebilen bir reaktifin varliginda, Cu2+
iyonlariyla proteinlerin reaksiyonunu igerir.
Proteinlerin makromolekiiler yapilart ve dort
spesifik peptidleri (sistin, sistein, triptofan ve
tirozin); 562 nm dalga boyunda belirlenebilen
orneklerin rengindeki, mora doniisten sorumlu
oldugu bildirilmistir (Martinez-Flores vd.,
2017).

1.Soguk PBS eklenerek hiicre kiiltiirii sisesinde
hiicreler yikanir ve nazik¢e sallanir. PBS
uzaklagtirilir (6neri: doku kiiltiirii tabagi buzun
uistiinde tutulmalidir).

2.Tekrar PBS eklenir ve hiicreleri ylizeyden
kaldirmak i¢in bir hiicre siyiric1 kullanilmalidir.
Karigim mikrosantrifiij tiiplerinde pipetlenir.
3.1500 rpm’de santrifiij islemi uygulanir ve
slipernatant uzaklagtirilir.

4.20 pL taze proteaz inhibitor karisimi ile 180
uL  soguk hiicre lizis tamponu (Tris-HCI
¢ozeltisi, iire, SDS, gliserol, B-merkaptoetanol,
bromfenol mavisi) eklenir. Oneri: eger protein
konsantrasyonu yeterince yiksek degilse,
proteaz inhibitér karigiminin daha yliksek
konsantrasyonda eklenmesi ve prosediiriin
tekrarlanmasi tavsiye edilir).
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5.Buzda 30 dk inkiibasyona birakilir ve sonra
+4°C’de 12.000 rpm’de 10 dk santrifii
yapilarak lizat (hiicre duvar1 veya hiicre zarinin
parcalanmasi ile agiga ¢ikan hiicre igerigi) elde
edilir.

6.Yeni bir tiipe silipernatant (ya da protein
karisimi) aktarilarak -20°C ya da -80°C’de
dondurularak ya da buz igerisinde muhafaza
edilir.
7.Spektrofotometrik
konsantrasyonlar1 dlgiiliir.

olarak protein

Orek Hazirlama
1.Konsantrasyon = kiitle/hacim

Her gozde 50 pg olacak sekilde protein
ekstralarinin hacmi belirlenir.

2.Numuneye 5 pL numune tamponu eklenir ve
iki kez damitilmis distile su kullanilarak, her
seritteki hacim esit hale getirilerek iyice
karigtiritlir (Oneri: serit basina toplam 15 pL
tavsiye edilir).

3.Numuneler 100°C’de 5 dk sitilir. Boylelikle
proteinler primer yapisina doniisir (Mahmood
& Yang, 2012).

Jel elektroforez

Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan birka¢ metot
vardir, bunlarin ¢ogu; ¢oziiniirliigii gelistiren bir
nisasta jeli olan seliilloz asetat kagidi igerir.
Fakat bunlarin gézenek boyutu iizerinde kontrol
saglayamadig1 belirlenmistir. Son zamanlarda
poliakramid jeller, akrilamid (%T olarak anilir)
ve bisakrilamid (% C olarak anilir) yiizdesinin
diizenlemesi sayesinde go6zenek biiylikliigiinii
kontrol etmek i¢cin kullanilmaktadir.
Akrilamidin daha yiiksek bir ylizdesiyle (%10-
20 T) gozenek biiyiikliigii azaltilir ve jel diisiik
molekiil agirlikli proteinlerin (50 kDa’den
kiiciik), ayrilmast i¢in ideal hale getirilir.
Akrilamidin daha diisiik yiizdesine sahip jeller
(<%10 T) daha yiiksek molekiil agirligina sahip
(100 kDa’den daha biiylik) proteinleri ayirmak
icin tavsiye edilmektedir. Amonyum persiilfat
ve tetrametilendiamin  (TEMED) ilavesi,
akrilamid  polimerizasyonunu  hizlandiran
serbest radikaller olusturur. Poliakramid jeller
icin olan tamponlarin ¢ok ¢esitli olusu,
proteinleri ayirmak ve tanimlamak icin hizli bir
metot saglar (Martinez-Flores vd., 2017).

Jel tipleri
Poliakramid  jeller  sayesinde proteinlerin
ayrilmast denatiire edici kosullar altinda

gosterilebilir. Denatiire etmeyen poliakramid
jeller (ND-PAGE) protein yapisini ii¢ boyutlu
sekilde korur ve ayrilma elektriksel yiik, boyut
ve sekle dayali olarak sekillenir. Protein
yapisini korumak i¢in; indirgeyici ve denatiire
olmayan, pH aralig1 8.3-9.5 olan tri-glisin ya da
7.0-8.5 pH’da tris-borat ve 7.2-8.5 pH’da tris-
asetat gibi tampon soliisyon kullanilir. Aksine,
denatiire eden poliakramid jellerde (SDS-
PAGE) protein yapilari, bir anyonik deterjanin

(SDS), bir indirgeyici  ajanin  (beta-
merkaptoetanol) ve 1sinin kombinasyonunu
kullanarak  peptidlere ~ ayrigmistir.  Beta-

merkaptoetanol ve 1s1, disiilfit kopriilerini (Cys-
S-S-Cys) kirar ve polipeptid zincirlerinde olan
tiol gruplarna (Cys-SH) ayrnstirir, SDS ise
proteinlere negatif yik saglar ve baglar
(Martinez-Flores vd., 2017).

Jel kalibinin olusturulmasi

Iki cam, aralarma iki cubuk (Spacer)
yerlestirdikten sonra arka arkaya konarak
diizenege yerlestirilir. Alttan sizinti olmamast
i¢in asag1 dogru bastirilir.

Ayristirict  jel (seperating gel) karigim
hazirlandiktan sonra, pipetle hizlica ve dikkatli
bir sekilde kenarindan kaliplarin arasina
dokiiliir, bu esnada kabarcik olusmamasina
dikkat edilir. Bu islem ¢ok hizli yapilmalidir
clinkii, katalizorler eklendikten sonra jel
solisyonu 5-10 dakika igerisinde tamamen
donmaktadir. Ust kismin diizgiin bir yiizey
olusturmasi ve hava almamasi i¢in 0,5 cc kadar
“Biitanol veya Izopropopranol (alkol)” yavas¢a
eklenir. Jel iyice polimerlestikten sonra konan
alkol geri bosaltilir ve {lizerine istifleme jeli
(stacking gel) hazirlanarak ayni sekilde dokiiliir.
Doker dokmez, son olarak “tarak (comb)”
yerlestirilerek jel polimerlesmeye birakilir,
boylece “kuyular (well)” olusturulmus olur
(Kurien & Scofield, 2009).

SDS-PAGE

SDS

Oligomerik proteinleri alt birimlerine ayiran bir
deterjandir.  Bu  deterjan  polipeptidlere
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baglanarak bir kompleks olusturur ve bu olusan
kompleks  polipeptidlerin  negatif  ytikli
kalmasini saglar (Anonim, 2020a).

VetBio, 2021, 6(1), 45-56
PAGE

Elektriksel  ¢ekim  kuvveti  kullanilarak
proteinleri boyutlarina goére ayirmak ig¢in
kullanilan ortama denir (Schiagger, 2006).
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Sekil 2. SDS-PAGE semas1 (Anonim, 2009) SDS-PAGE

Proteinlerin jel iizerinde goriiniir hale
getirilmesi-Jelin boyanmasi

1- Jel sistem lizerinden ¢ikartilir.

2- Jel lzerindeki proteinler boyanmadan once
jel tizerine sabitlenmelidir (fiksasyon).

3- Fiksatiften gegirilen jel hafif distile su ile
yikandiktan sonra boyama islemine alinir (%40
metanol, %10 asetik asit i¢ceren bir ¢ozelti).

4- Coomassie brilliant blue (CBB) ile boyama
(etanol, asetik asit ve Coomasie parlak mavisi)
yapilarak islem tamamlanir (Mahmood ve
Yang, 2012).

Devaml ve devamsiz tampon sistemleri

Tampon tiirlerinin bagli oldugu iki elektroforez
sistemi vardir. Birincisi Weber ve Osborn’un
siirekli tampon sistemleri; ki bunlarda, ayni
calisan tampon, tek ayristirict jel ve tankta
kullanilir ikincisi Laemmli’nin sistemidir ve iki
tip jel kullanilir. Bunlar; %4’lik akrilamid ile
yapilan biiyiik gozenekli istifleme jeli (stacking
gel) ve istifleme jelinde polimerizasyon yapan
kiiglik gbzenekli ¢oziicli jel (resolving gel)’dir.
Stireksiz  sistemde, her jelde kullanilan
tamponlar farklidir ve bunlar pH ve iyonik giice
gore degisir (Martinez-Flores vd., 2017).

Elektrotransfer  (proteinlerin  membrana
aktarilmasi)

Bu teknikte, proteinler; membran gibi direngli
kati bir destege aktarilmalidir. Boylece
proteinler  kolaylikla  spesifik  antikorla

immiinodetection siirecinde ele alinabilir ve
kullanilabilir. Membran jel ile pozitif elektrot
arasina yerlestirilir ve proteinler, jeldeki
yerlerine gére membrana tutunur. Transfer,
yari-kuru  veya 1slak  sistemlerden  Dbiri
vasitastyla gosterilebilir (Sekil 2). Transferin
her iki tipinde de farkli tamponlarin kullanimi
tavsiye edilir, Ornegin; Tris-glisin’in; %20
methanolle veya methanolsiiz, 8.3-9.2 pH’da ve
%0,025-0,1°1ik konsantrasyonda SDS’le, 9.9
pH’da bikarbonat tamponuyla ya da 1x TBE
(Tris-borat 90 mM, EDTA 1 mM) ile %0,025-
0,1°’lik  SDS ile kullanimi gibi  farkli
konsantrasyonlar1 mevcuttur. %20 methanolle,
%0,1 SDS igeren 8.3 pH’daki Tris-glisin
tamponu en ¢ok kullanilan tampondur.
Metanolsiiz tampon SDS-PAGE jel i¢in
evrenseldir. Methanol iki ana goéreve sahiptir.
Bunlar; SDS’nin  proteine  ayrismasini
tetiklemesi ve SDS’nin varliginda
membranlarda  proteinlerin  adsorbsyonunu
onemli derecede gelistirmesidir. Fakat bu
etkiler ~ proteinler  arasinda  degiskenlik
gosterebilir.  Transferde siklikla kullanilan
destekler; sonucu etkileyebilecek Ozelliklere
sahip nitroselilloz ya da poliviniliden diflorid
(PVDF) gibi mikro gozenekli ylizeylerdir.
Nitroseliilozun aksine PVDF membran1 daha
glicliidiir ve proteinlere daha iyi baglama saglar.
Yinede, nitroseliilloz membranda daha az non-
spesifik baglanmalar go6zlenir. Nitroseliiloz
membranla karsilastirildiginda, PVDF
membranlar yiliksek hidrofobik yapiya sahip
olduklar1 i¢in iglem 6ncesi metanol ya da etanol
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ile nemlendirilmelidir ve onlarin herhangi bir
stirfaktan1 yoktur. Son zamanlarda, non-spesifik
baglanmalar1 azaltmak i¢in diisiik otofloresans
membranlar kullanilmaktadir (Martinez-Flores
vd., 2017).

Elektroforez  gergeklestirilmeden  Once,
ornekler yiikleme tamponu (loading buffer)
olarak bilinen (bu tampon herhangi bir
sizintidan kag¢inmak ve kuyucuklara ornekleri
yliklemeye olanak saglamak icin Orneklere
agirlik, yogunluk ve renk saglamayi amaglar)
bir tamponda 70-95 °C arast bir sicaklikta
isitilir. Bu tampon 6.8 pH’da 62.5 mM Tris-
HCI, 2% SDS, 10% gliserol, 100 mM
dithiothreitol (DTT) ve 9%0.01 bromofenol
mavisi igerir. Bu igerikler arasinda, DTT ve
betamerkaptoetanol disiilfit baglarim1  kiran,
indirgeyici ajanlardir. Ote yandan, SDS; primer
yapiya sahip proteinlerin denatiirasyonunu
saglar ve onlar1 negatif yiikle kaplar, boylece
proteinlerin molekiil agirligmma goére ayrilmasi
miimkiin hale gelir. Buna ek olarak, indirgeme
ve denatiirasyon, antikorun birlesme bolgesine
ulagmasima izin verir. Jelde, diisiik molekiil
agirligi (MW)’na sahip proteinler, dibe goc eder
ve daha yiiksek molekiil agirligina sahip olanlar
yukarda kalir (Martinez-Flores vd., 2017).

+ .
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== [lembran

——— < |
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IS Lnger

- I

Sekil 3. Elektroforetik Transfer Sandivigi

Elektroforetik transfar

WB “stacking (istifleme)” ve ‘“‘seperating
(ayrigtirict)” denilen iki farkli agoroz jel tipi
kullanilir. Ust kistmda bulunan istifleme jeli
biraz asidiktir (pH 6.8) ve proteinin zayif
sekilde ayrildig1r ince, ancak keskin bantlarin
olugmasina olanak saglayan gozenekli bu jel
diisiik akrilamid konsantrasyonuna sahiptir.
Ayristirict ya da “resolving” denilen alt kisimda
yer alan jel ise esastir (pH 8.8) ve jelin
gozeneklerini darlagtiran poliakramidin daha
yuksek konsantrasyonuna sahiptir. Daha kiigiik
proteinler, daha biiyiik proteinlerden daha kolay
ve hizli bir sekilde tasindigi igin, protein bu
jelde boyutlar1 vasitasiyla daha ¢ok ayrilir. Jel
tizerine yliklendiginde proteinler negatif yiike
sahiptir ¢iinkii 1sitilarak denatiire edilirler ve
voltaj uygulandig1 zaman pozitif elektrota dogru
hareket edeceklerdir. Bu teknikte jel, protokol
boliimiinde agiklanan soliisyonlar kullanilarak
iki cam ya da plastik plaka arasina dokiilerek
hazirlanir. Numuneler ve bir marker her bir
kuyucuga yiiklenir ve bos kuyucuklar numune
tamponuyla yiiklenir. Daha sonra jel tanki gii¢
kaynagina baglanir ve c¢alistirnllir. Protein
karisiminin  ayrilmasindan sonra membrana
transfer edilir. Transfer jelin yiizeyine dik bir
elektrik alan kullanilarak yapilir; bu da
proteinlerin ~ jelin  disgina  ¢ikmasma  ve
membranin {lizerine ge¢mesine neden olur.
Transferin bu tipine “elektroforetik transfer”
denir. Bunun igin Siinger-Filtre kagidi-Jel-
Membran-Filtre kagidi-Siinger sandvigi
olusturulur ve transfer aparatina yerlestirilir
(Sekil 3, 4) (Mahmood & Yang, 2012).

| Transfor membram
Filtre kaz:id:

simgzerier

| = transferin yonia

Sekil 4. Elektroforetik Transfer

elektrotlar |




Blokaj ve antikor inkiibasyonu

Blokaj, membranla antikorlar arasindaki
nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek igin
uygulanir. Blokaj, dilue protein ¢ozeltisi iginde
(BSA-Bovin Serum Albumin veya Yagsiz Siit
tozu-TBST karisimi) oda sicakliginda bir saat

calkalayicida  bekletilerek  gerceklestirilir.
Yagsiz  Siit tozu-TBST  soliisyonundaki
proteinler membran iizerinde, hedef proteinin
bulunmadigr tim bolgeyi kaplar. Bdylece

kullanacagimiz primer antikorlarin sadece hedef
proteinlere baglanmalari saglanir. Baglanmayan
primer antikor yikanarak uzaklastirildiktan
sonra, konjuge enzim ya da boya iceren
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sekonder antikor ile inkiibasyona birakilir.
Primer antikora bagli sekonder antikor
kompleksi olusur (Mahmood & Yang, 2012).
Primer antikorun elde edilecegi tiir, O6rnek
tirden farkli olmalidir. Bu, sekonder anti-
immiinoglobulin  antikorunun  numunedeki
endojen immiinoglobulinlerle capraz
reaktivasyonunu 6nlemek igindir. Ornegin, bir
fare proteini iizerinde calisilacaksa, fare
disindaki bir tlirden elde edilmis bir birincil
antikor secilmelidir. Tavsanda olusturulan
primer antikor ve anti-tavsan sekonder antikoru
uygun bir se¢im olacaktir. Ikincil antikorlar,
kullandiginiz ~ birincil ~ antikorun  konakg1
tiirlerine kars1 olmalidir (Anonim, 2020b).

Western Blot’ta belirleme

Enzimle igaretlenmis
(konjugat) ikincil antilcor

@~

Birincil antikor

Sinyali belirleme (kolorimetrik
va da kemiliminesans)

-

Enzim subsrati

AN

'| Hedef protein

Altarilan proteinleri igeren membran

Sekil 5. Western Blot’ta hedef proteinin belirlenmesi

Proteinlerin immiinodetectionu
Kemiliiminesans immiinodetection

Kemiliiminesans tarafindan yapilan
immiinodetection, 1sildayan bir  bilesikle
(luminol) reaksiyonu sonucunda 151k bigiminde
enerji yayabilen, peroksidaz ya da fosfotaz
enzimleri kullanir. Bu sekilde antijen-antikor
baglanmasinin belirlenmesine olanak saglanmig
olur. Isik reaksiyonu otoradyografik filmde
gelistirilir ve son zamanlarda protein ilgisini
belirlemek i¢in dijital kamera ile dijital olarak
yakalamak i¢in kullanilmaktadir (Sekil 5)
(Martinez-Flores vd., 2017).

Floresans ile immiinoalgilama

Bu metotta ikincil antikorlar bir floresan marker
veya floroforla birlesir ve dogrusal bir algilama
sinyali  olustururlar, uyarildiklarinda 151k

yayarlar. Farkli dalga boylarmin filtrelerine
sahip bir dijital kamera, yayilan 15181 belirler.
Kemiliiminesans  tarafindan ortaya c¢ikan
goriintiilere  benzerdir ve ortaya ¢ikan
gorlintiiler ayn1 prensiple analiz edilir. Fakat
kemiliiminesans immiino algilama metodunun
aksine, sonu¢ sinyalin stabilitesinden dolay1
niceldir (Martinez-Flores vd., 2017).

ViIROLOJiK CALISMALARDA
WESTERN BLOT’IN KULLANIMI

Antiserumlarin antijen spesifikliginin
belirlenmesine izin verebilecek bir teknige
duyulan ihtiyag, 1970’lerin sonuna dogru WB
tekniginin kesfine yol acmistir (MacPhee,
2010). Bu metotla etkene ait proteinlerin bir
membrana baglanmadan once bir jel lizerinde
ayrildigr icin spesifik proteinlere karsi antikor

N



Western Blot

yanitt  degerlendirilebilmektedir. Boylelikle,
diger testlerin sonuglarin1 dogrulamay: saglar.
WB, bireysel patojen proteinlerine karsi antikor
tespit ettiginden, diger analizlerden daha
spesifiktir.  Boylelikle antikorun  spesifik
olmayan proteinlerlerle, yanlis pozitif sonuglar
vermesindende kacinilir (Kennedy vd., 2005).
WB, virusa spesifik antikor yanitini tespit
etmek i¢in yapilan lentivirus, herpesvirus,
coronavirus poxvirus ve adenovirus gibi birgok
farkli virus familyasiyla yapilan c¢alismalarda
kullanilmistir (Whetstone vd., 1991; Martins
vd., 2001; Woo vd., 2004; Goldberg vd., 2008;
Livd., 2011).

Streckert vd. (1986) yaptiklar1 bir ¢aligmada;
tavsanlarin  SV40 virusunun VP2 ve VP3
proteinlerinin  karboksi-terminal ~ bdlgesine
tekabiill eden Arg-Asn-Arg-Ser-Ser-Arg-Ser
dizisinin sentetik bir heptapeptid asis1 ile
astladiklarin1  bildirmislerdir. ~ Sentezlenen
antikorlar, Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) ve WB analizinde viral
proteinleri tanimistir. Antipeptid antikorlarmin
spesifitesinin  normal antikorlardan yiiksek
oldugu protein  elektroblot analizi ve
karsilastirma testleri ile ortaya koymuslardir.
Antikorlarin immiinofloresans testi ile enfekte
hiicrelerdeki VP2 ve VP3’i tanidigimi fakat
virionlar ile hicbir etkilesim gozlenmedigini
bildirmislerdir.

Schaller vd. (1999) yaptiklar1 bir ¢aligsmada;
sigir ve koyun hastaliklarina 6zgii, proteaza
direngli prion proteini (PrPSc) tespit etmek i¢in
Prionics Western Blotting (PWB) prosediiriiniin
hassasiyetini, Ozgilliginii ve giivenilirligini
test eden birkag bagimsiz  galismanin
sonuglarini  bildirmislerdir. PWB teknigi ile
BSE ile enfekte sigirlarin, klinik olarak normal
hayvanlardan ya da BSE ile iliskili olmayan
norolojik hastalikli sigirlardan ayrimi ile ortaya
konulmustur. Genel olarak, bu teknigin ¢ok
yliksek duyarliliga, 6zgiilliige ve giivenilirlige
sahip oldugu ifade edilmistir. Dogru bir teshis
icin, hayvanlarin beyin bdlgesinin dogru
orneklenmesinin ve protein ekstraksiyonu igin
kullanilan yontemin ne kadar 6énemli bir faktor
oldugu acikca ortaya konulmustur. Arastiricilar
bu sonuglarla, hizli bir teshis araci olarak

subklinik  hayvanlar1  tanimlanmada PWB
prosediiriiniin giivenilir oldugunu
belirtmislerdir.

Sosnovtsev ve Green, (2000) yaptiklar
calismada; Kedi calicivirus (FCV) virionlarinda
molekiil kiitlesi 8.5 ve 15.5 kDa olan iki kii¢iik
protein tespit etmiglerdir. Sekans analizi
sonucunda 8.5 kDa proteininin N-terminal
dizisinin, FCV genomunun open reading frame

3 (ORF3) tarafindan kodlandigini
gostermiglerdir. 15.5 kDa proteininin  N-
terminal  dizisinin ise FCV  ORFl
poliproteininin  961-980 amino  asitlerine

karsihik geldigini ve calicivirus VPg (viral
protein genome-linked)’nin genomik konumuna
eslendigini belirtmislerdir. WB analizlerinde,
VPg’nin N-terminal ucundaki 20 aminoasite
veya ORF3’¢ karst olusan antikorlarin,
saflastirilmis FCV virionlarinda ve FCV ile
enfekte hiicrelerde mevcut olan proteinlerle
reaksiyona girdigini belirlemislerdir. Virion
proteinlerine dahil edilen radyoaktivitenin
karsilagtirmali bir analizinin, ORF3 proteininin
muhtemelen virion basmma bir ya da iki
kopyasinin oldugunu belirtmislerdir.
Virionlarda  bulunan ORF3 proteinin
hareketliliginin, FCV ile enfekte olmus
hiicrelerde bulunan veya bakteriler kullanilarak
eksprese edilen ORF3 proteininin
hareketliligine  benzedigi ifade edilmistir.
Bakteriyel ekpresyon sisteminde eksprese
edilerek elde edilen saflastirllmis ORF3
proteininin direkt N- ve C- terminal sekans
analizi; bozulmamis, ac¢ilmamis terminallerin
varligin1 gostermistir ve buda; SDS-PAGE’de
hesaplanan ve goriintiilenen kiitleler arasindaki
farkin, proteinin proteolitik islenmesinden
kaynaklanmadigin1  akla  getirdigini  ifade
etmislerdir.

Minafra vd. (2000) yaptiklar1 bir ¢aligmada;
Kaliforniya Grapevine rupestris stempitting-
associated virus (GRSPaV) izolatinin tiim
genom sekans analizine dayali olarak, uygun
primerlerle GRSPaV’in “coat protein” genini
amplifiye etmislerdir. Tavsanlardan antiserum
elde etmek i¢in Escherichia coli’de eksprese
edilen rekombinant GRSPaV coat protein’ini
antijen kaynagi olarak kullanmiglardir. Dot
immunobinding veya WB yodntemiyle enfekte
asma yaprak ekstratlarinda tespit edilen virus
ceket proteinini ile basarili bir sekilde antiserum
elde edilmistir. Antiserum titresini WB’la
1:5.000 olarak tespit etmiglerdir.




Liu vd. (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada;
klonlanmig circovirus DNA’s1 ile bir domuz
retina hiicre hattinin (VIDO R1)
transfeksiyonundan sonra, enfeksiyoz domuz
sircovirus tip 2 (PCV2)’yi iiretmislerdir.
Enfeksiyondan sonraki 24 saatte open reading
frame 2 (ORF2) geni, ORF2 spesifik poliklonal
antikor kullanarak WB ile belirlenmis ve
enfeksiyon boyunca giderek artmistir. Dahasi,
ORF?2 proteini saflagtirilmig PCV2 virusunda da
tespit edilmistir; bu, ORF2’nin PCV2 viral
kapsidinin yapisal bir bileseni oldugunu kanitlar
seklinde ifade etmislerdir.

He vd. (2004) calismalarinda; siddetli akut
solunum sendromu (SARS) coronavirus
enfeksiyonu i¢in hizli bir serolojik tanmi kiti
gelistirmeyi  amaglamiglardir. Bu  amagla
kullanilacak  antijenik  bir  determinanti
tanimlamak ve insanlarda SARS coronavirus
enfeksiyonu sirasinda olusan immun yanitt
incelemek icin, niikleokapsid geninin tam
uzunlugunu  ve  kesilmis altt  pargasini
klonlayarak eksprese ettiklerini belirtmislerdir.
Daha sonra bolgeleri glutatyon S-transferaz
etiketli ~ rekombinant  proteinler  olarak
saflagtirmiglardir. 33 SARS coronavirus pozitif
serum, 66 negatif serum ve diger hayvan
coronaviruslarina karsi olusan antikorlar igeren
bir antikor paneline karst bu rekombinant
proteinlerin reaktivasyonunu incelemislerdir.
SARS coronavirusuna karsi antikorlar1 tespit
edebilen giiclii bir niikleokapsid proteininin
(N195) C-terminalinden ayrilmis bir amino asit
parcast belirlediklerini bildirmislerdir. N195
proteini  ve tavuk, domuz ve kopek
coronaviruslarma  karst  olusan antikorlar
arasinda, capraz reaksiyon bulunmadigini ifade
etmislerdir. SARS coronavirusuna karst olusan
antikorlar1 tespit etmek i¢cin N195 proteini
kullanarak gelistirdikleri bu WB teknigi ile 274
numune inceleyen arastiricilar, bu testin
spesifitesini ve sensivitesini sirasiyla %98,3 ve
%90,9 olarak ifade etmislerdir. Sonu¢ olarak
N195 proteininin, WB’ta antijen olarak uygun
bir protein oldugu ve SARS coronavirus
enfeksiyonunun  saptanmast  i¢in  diger
muhtemel  testlerde de  kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Thiry vd. (2017) yaptiklart bir ¢alismada;
Hepatitis E Virus (HEV) unun serolojik analizi
icin 383 yaban domuzu, 189 alageyik ve 235
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karaca serumu toplamislardir. Alageyik’te %1
ve karacada %3 ve yaban domuzunda %34’liikk
bir seroprevalans bulmuslardir. ELISA tarama
prevalansini degerlendirmek i¢in, WB analizleri
yapilmis ve WB’a gore degisen ELISA
spesifiteleri analiz etmislerdir. Alici ¢alisma
karakteristigi Receiver Operating Characteristic
(ROC), egrisine sahip olan ve referans test
olarak kabul edilen WB testini, ELISA’nin CO
noktasint (optimum kesimi) arastirmak igin
kullanmislardir. Degisen ELISA spesifiteleri,
WB’ye gore, yaban domuzunda HEV
seroprevalansini analiz etmek i¢in
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda, yaban
domuzunda, 69 serumdan 4’ii HEV RNA’s1 i¢in
pozitif olarak tespit edilmis ve bu sebeple yaban
domuzunun, virusun konakg¢i rezervuari olarak
diisiiniilebilecegini ifade etmiglerdir.

Hassan vd. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada;
Si1gir adenovirusu tip 3 (BAdV-3) El bolgesinin
dizi analizi, diger AdV’lerde gézlenmeyen yeni
bir 155R ORF varligmi ortaya koymuslardir.
BAdV-3 ile enfekte olmus hiicrelerdeki 155R
gen lrilinleri; sekanslama ve 155R spesifik
antikor kullanarak yapilan WB analizleri
ardindan Northern blot ve reverse transkriptaz
PCR ile identifiye edilmistir. 155R nin, ge¢ bir
protein gibi goriindigiinii ve saflastirilmis
BAdV-3 partikiillerinde mevcut oldugunu
bildirmiglerdir. 155R ORF’da bir (BAdV /
155R / mtl) ya da iki (BAdV / 155R / mt2) stop
kodonuna sahip BAdV mutantlarinin ¢ogalma
kinetigi, BAdV-3’linkiyle Kkarsilastirildiginda
155R’nin hiicre kiiltiiriinde viriis replikasyonu
icin gerekli olmadigini belirtmislerdir.

Siedler vd. (2017) ¢alismasinda, BoHV-1 ve
BoHV-5’de yiiksek oranda korunmus bolgeler
iceren gE’nin, bir kodon optimize sentetik
dizisini, Pichia pastoris’te eksprese etmislerdir.
Ekspresyondan sonra, rekombinant gE (rgE)

salgilanmigtir ve kiiltiir ortamindan
saflagtirmiglardir. rgE’yi, BoHV-1 velveya
BoHV-5 ile dogal olarak enfekte olan

sigirlardan ya da deneysel olarak vahsi tip
BoHV-5 ile enfekte edilmis sigirlardan alinan
serumlar1 kullanarak WB ile arastirmiglardir.
BoHV-5 gl/ gE/US9 marker asisi ile asilanmis
sigirdan toplanan serumun, rgE’yi
tantyamadigimi  bildirmislerdir. P.pastoris’te,
rgE’nin ekspresyonu ile ¢ok miktarda rgE
tiretimine olanak saglandig1 da bildirmislerdir.

MENL—
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Boylelikle asilanmis ya da dogal olarak enfekte
olmus sigirlarin birbirlerinden ayirt edilmesinde
kullanilacak olan immunotestlerde, rgE’nin
ekspresyonun kullanilmasinin uygun oldugunu
ifade etmislerdir.

Hemmatzadeh ve Kazemimanesh, (2017)
yaptiklar1 bir ¢calismada, dokuz adet Newcastle
disease virus (NDV) ile enfekte numuneyi.
embriyolu tavuk yumurtalarinda c¢ogalttiktan
sonra konsantre etmisler ve ultra- santrifiij

islemi ile saflastirmislardir. Daha sonra
numuneleri, spesifik antikorlar1 kullanarak
%12,5 SDS-PAGE ve Western blotlama

islemine tabi tutmuslardir. SDS-PAGE’de tiim
velojenik ve as1t suslari ayni elektroforetik
modeli gostermislerdir. Tespit edilen bantlarin
15, 38, 46, 48, 53, 55, 68, 74 ve 220 kDa
agirliginda proteinler oldugunu bildirmislerdir.
WB analizinde mono-spesifik antikorlar, 15, 38,
48, 55, 74, 220 kDa’luk wviral proteinlere
spesifik olarak ve 53 kDa’lik viral proteine ise
non-spesifik  olarak  reaksiyona  girmistir.
Sonugta, spesifik anti-NDV  antikorlarinin
hemagliitinin-néraminidaz ~ ve fiizyon gibi
glikoproteinlerinlerle spesifik olarak reaksiyona
girdigini, ancak niikleoprotein ve matriks
protein gibi internal proteinlerine  tepki
vermedigini ifade etmislerdir.

Jayme ve Field, (2015) yaptiklart bir
calismada, toplamda 21 tiir olmak tiizere 464
yarasadan  orofarengeal swap  numunesi
toplamislardir. Domuzlarin Reston Ebolavirus
(REST)’unu serolojik ve virolojik yodnden
incelemislerdir. WB ile anti-RESTV
antikorlarini ii¢ yarasada tespit etmislerdir.

Melo vd. (2020) yaptiklart bir calismada,
SARS-CoV-2’nin MERS-CoV, SARS-CoV-1,
insan parainfluenza viriisii 3 (HPIV3), solunum
sinsityal virlisi (RSV) gibi diger solunum
viriisleri ile transkripsiyonel yanitini
karsilastirmak icin, enfekte olmus hiicrelerden
poli (A) RNA toplamislar ve viral yiikii tahmin
etmek i¢cin RNA sekanslama (RNA-seq)
gerceklestirmislerdir. Bazi hiicrelerde diistik
enfeksiyon oraninin goriilmesinin viral reseptor
olan ACE2’nin diisik ekspresyonunun bir
sonucu oldugunu varsaymislardir. Daha sonra
yaptiklart WB analizlerinin RNA-seq verilerini
dogruladigimi ve SARS-CoV-2 niikleokapsid
(N) ekspresyonunun sadece ACE2’ye sahip
hiicrelerde gerceklestigini ifade etmislerdir.

SONUC

Western Blot, temel arastirmalarda ve bir¢ok
klinik vakay1 dogrulamak i¢in kullanilan 6nemli
bir tekniktir. WB diger birgok immiinolojik
laboratuvar tekniklerinde elde edilemeyecek
kadar degerli bilgiler kazanilmasini saglar. Jel
elektroforez asamasinda proteinler agirliklarina
gore ayrildigindan  ve  spesifik  olarak
yonlendirilmis bir antikor tarafindan tespit
edildiginden, prosediir esas olarak bir hedef
proteinin kimligini dogrulamak {izerine calisir.
Spesifik  bir  proteinin  varliint  hem
blyiikliigline gore hem de bir antikorun
baglanmasit  yoluyla agikca  gdsterebilme
yetenegi  sayesinde,  hiicrelerde  protein
ekspresyon seviyeleri degerlendirilebilir ve
protein saflastirma sirasinda  fraksiyonlari
izlenebilir. Benzer sekilde, bir hedef proteinin
cesitli dokulardan ekspresyonlarini
karsilastirmada veya Dbelirli bir proteinin
hastaliga veya ila¢ tedavisine nasil tepki
verdigini belirlemede 6nemli bir tekniktir. WB,
hem arastirma hem de testlerin sonuclarin

dogrulanmasini saglar. Gelecekteki
calismalarda, WB antikor dizilerinden elde
edilen sonuglarin  dogrulanmasinda deger

tagimaya ve proteomik arastirmalarda kullanima
uygun hale getirmeye devam edecegi ileri
stiriilebilir.

TESEKKUR / ACIKLAMALAR

Cikar catismasi: Yazarlar, bu makale i¢in
gercek, potansiyel veya algilanan bir ¢ikar
catismasi olmadigini beyan etmektedirler.
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