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PROTEIN ANALIZ

YONTEMLERI;
WESTERN BLOT ve ELISA




PROTEIN ANALIZ YONTEMLERI

- ELISA “Enzyme-linked immunosorbent
assay”

» \Western Blot

 Elektroforez

» Kromatografi

» Protein parmakizi

o X-Isini Kristalografisi

» Nuklear Manyetik Rezonans (NMR)

» Kutle spektrometresi (Mass spectrometry,
MS)

e Protein mikroarrav




Protein-Antikor lliskisi
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ELISA
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‘ » ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

» Biyokimyasal-Immuinolojik bir
yontemdir
- Orneklerdeki antikor ve antijen tayininde

o Cok duyarhdir (pg/mL)




Nerelerde kullanthr

e » Arastirma amacli

e Serum Antikor Konsantrasyonu

» Potansiyel gida alerjilerinde
o (sut, yer fistigi, ceviz, badem, yumurta vb.)
» Salgin hastaliklar ve yayilimin
belirlenmesi
- HIV, kus gribi, grip, kolera vb.
* Antijen tayini
- Hamilelik hormonu, ilac¢ allerjeni, deli dana
hastaligi vb.

» Gecirilmis hastaliklarin antijenlerinin
kandan tayini
- HIV, kus gribi vb.




Nelerden ELISA Calisabiliriz?

e e VVucut sivilarindan

> Serum

> Plazma

- BAL

> Plevra sivisi

> Nefes havasi vb.
e Hucre Kulturu

> SUpernatant

o Hucre lizati

e Doku (homojenizasyon..!)




ELISA Cesitleri

indirek ELISA
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Yarismali ELISA

Cormpetitive Enzym e Immunoassay
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Solid phase coated
wiith artiboody

Add free and
labelled antigen

Free and labelled
antigen are captured

Colar formation by
oxidation of substrate
inta a colored compound



Sanavic

» ELISA plate proteine ozgu antikorla
kag'~
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1 Immobilize first
antibody on solid
support

First
antibody




Sanavic

.  Protein igeren ornekle inkubayon

‘ 2 Incubate with

protein-containing
sample

Protein
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Sanavic

.  Enzim ekli sekonder antikor ile
in ku basyOn 3 Add a second antibody

that is covalently linked
to an assayable enzyme

Enzyme —&




Sanavic

. » Enzim substratinin eklenmesi ve renk degisimi

4 Wash and assay
the enzyme
Substrate Det&ctable Substratg Detectaé}tle
du

Second
L antibody




Indirek ELISA
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& Nelere Dikkat Edelim?

» Calisma plani

- Calisilacak ornek

Serum

Plazma

Hucre kulturu
Nefes havasi vb.

- ELISA Kiti secimi
Hassasiyet
» Seyreltme/Yogunlastirma
» Uygun arac secimi
> Pipet
> Pipet ucu
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4 Western Blot

» \Western Blot (\WB) testi molekuler
biyolojide protein solusyonunda aranan
bir proteinin olup olmadigini ve varsa
ne kadar oldugunu anlamak igin
kKullanilan bir yontemdir

» Southern Blot; (1975) (DNA/DNA-prop)
» Western Blot; Towbin (1979)




8\WB Nerelerde Kullanilir?
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‘ » Kanser biyolojisi ve patolojisi
» Mikrobiyoloji

» Immuinoloji

» Protein biyokimyasi

» Doku calismalari

e Antikor testlerinde




WB

HUCRE HATTI DOKU
(BEAS-2B,A549 vb) (Brons, Alveol, Damar vb.)
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WB

Proteinin jelden
membrana transferi

immiin blotlama

(Antikor inkiibasyonu)

Proteinin belirlenmesi
ve analizi




Protein Izolasyonu ve SDS-PAGE

*Protein Izolasyonu
Homojenizasyon (doku)
Proteaz Inhibitorleri
Liziz bufer

*SDS-PAGE
*Her bir kuyucuga ayni miktar
protein
*Jel konsantrasyonu
(Y% Akrilamit-bisakrilamit)
Elektroforez suresi ve akimi




SDS-PAGE ve Blotlama

protein with two
subunits, A and B,
joined by a disulfide single subunit
bridge protein
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Blotlama

Yariislak (Semi Dry)
Blotlama

Kuru (Dry) Blotlama

Otomatiksistem
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GORUNTULEME

‘ __~»Sinyal (kolorimetrik yada
kemiluminisent) ‘
7 S
Sekonder antikora Enzim substrats
bagh enzim

Sekonder antikor
(Primer antikora 6zgii)

Proteine 0zgu antikor

(primer antikor) -
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Membran
(Nitroselilbz/PVDF)

Hedef protein




Nelere Dikkat Edelim?

e » Protein

> 1zolasyonu (Hucre kiltiri/Doku)
o Miktarinin belirlenmesi

 SDS-PAGE
> Jel yogunlugu
- Elektroforez suresi ve akimi
» Blotlama
e Antikor secimi
> Ayni proteine 0zgu birden fazla antikor olabilir
» Optimizasyon
> Primer antikot ile inkubasyon suresi ve sicakligi




ELISA - Western Blot
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» Her iki yontemde de

- Doku yada hucresel orneklerdeki spesifik
proteinler belirlenir.

> Antikor kullanilir (primer ve sekonder)

> Yeni proteinlerin ve fonksiyonlarinin
belirlenmesinde kullaniimasi zorunludur




Alternatif Yontemler

* Flow sitometri

e Luminex




Flow sitometri
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Soluble Detection
Analyte  capture bead antibody

"Sandwitch" assay




Flow sitometri
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Flow sitometri

standard curves

neg. sample
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Flow sitometri

NIR / APC-Cy7 / FI3

Red /APC




|Immunoassay
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‘ Luminex




Luminex

RPE

Bead dye

Luminex 200, Luminex Corp.







