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Western blotting



SDS-PAGE a Western blotting

SDS-PAGE Gel Electrophoresis

Separation based
(predominantly) on mass of
protein.

SDS denatures and coats
proteins. Because SDS is
negatively charged all
proteins have a constant
charge to mass ratio and
migrate based on mass.

Some proteins migrate
abnormally.

Native gel electrophoresis is
similar but without SDS. In
native electrophoresis protein
migrate based on their charge
and mass and can move
toward either electrode.
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Western blotting - pfenos na membranu:
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Western blotting - imunodetekce:
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Postup imunodetekce

* Blokovani membrdny

Membrana je blokovdna, abychom zabranili nespecifickym interakcim mezi membrdnou a
protildtkou. K fomuto Gcelu Ize pouZit roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) nebo
redéné odtucnéné mléko (non-fat dry milk - NFDM).

» Inkubace s primadrni protildtkou
Membrdna je inkubovana s primdrni protilatkou specifickou pro dany protein. Protilatka
je redéna v pufru (PBS nebo TBS), ktery obsahuje nosi¢ (BSA nebo NFDM) spolu s
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detergentem. Optimdlni koncentrace protildatky je zjist'ovdna vyuzitim riznych redéni.



* Inkubace se sekunddrni protilatkou

Po opldchnuti membrany (s cilem odstranit nenavdazanou primdrni protildtku) je membrana
inkubovdna se znac¢enou sekunddrni protildatkou specificky rozpozndvajici dany typ
primdrni protilatky. Sekunddrni protildtka je vétsinou znacena enzymem ktery produkuje,
po reakci se substrdatem, barevny produkt, fluorescenci ¢i svétlo.

- Detekce

Po odmyti sekunddrni protilatky, je membdna inkubovdna se substrdatem specifickym pro
dany typ enzymu. V pripadé chemiluminiscncni detekce je emitované svétlo detekovdno
pomoci rentgenovych filmu. Vysledné ..pruhy" jsou hodnoceny kvalitativné nebo
kvantitativné (denzitografie; pomoci kamer snimajicih primo chemiluminiscencni reakci).




Western blotting - hodnoceni:
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