Western blotting

- slouzi pro identifikaci polypeptidu prostfednictvim protilatek
- obvykle nasleduje po rozdéleni polypeptidu v elektrickém

poli polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (PAGE)



ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
proteini je rozbiti
bunék nebo tkané
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suspenze
bunék
nebo tkan

Pouiitim jemnych mechanickych postup, zvanych
homogenizace, |ze perforovat plasmatické membrany bunék,
takie se z bunék uvolni jejich obsah. Pouzivane ¢tyfi metody
jsou tu ukazany schematicky.
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(3) protlaceni (4) rozbiti bunék dobre
bunék malym tésnicim rotaénim
otvorem pistem v tlustosténneé

nadobce

Vznikajici husty homogenat

nebo extrakt obsahuje vétsi i mengj
molekuly z cytosolu, jako jsou
enzymy, ribosomy a rlzné
metabolity, ale také membranou
uzaviené organely.

Pfi opatrné praci lze ziskat
témér viechny organely
v neporuseném stavu.



Elektroforéza

- pohyb nabitych Castic v elektrickém poli
- pouzivaji se alkalické pufry, které proteinim udileji negativni naboj —

v elektrickém poli pohyb smérem k anodé

GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

katoda
) plastova komora

v

pufr




Gelova elektroforéza

*Gelova elektroforéza je vSestrannéjSi nez bézné pouzivané - papirova nebo
celulosaacetatova elektroforéza.

*Provadi se prevazné na podle ucelu preferovan polyakrylamidovy nebo
agarosovy gel.

*Pfi pfipravé gelu je mozné ovliviiovat stupen polymerace (zesitovani) - tedy
velikost péru. U geld s velmi velkymi pory Ize docilit stavu podobnému volné
elektroforéze v roztoku, u malych péru se uplatriuje efekt gelové filtrace.

Do jisté miry i iontoméni€ové efekty, |ze vyuzit ke zlepSeni déleni (afinitni
elfo, imunoelektroforéza).



Polymerace akrylamidu

Smisenim roztoku monomeru a dimeru (bis-akrylamidu). Pozor jde o latky
skodlivé zdravi. Akrylamid je karcinogenni a neurotoxicky s
kumulativnim ucinkem.

Radikalova polymerace

iniciatorem je persiran amonny (peroxodisulfat (NH4)2S208),
katalyzatorem je N, N,N ,N -tetramethylendiamin (TEMED). Tyto latky Ize
ve funkci nahradit riboflavinem za pritomnosti svétla a malého mnoZzstvi
kysliku. Inhibitory polymerace jsou kyslik (O2) v nadbytku, latky s SH-
skupinami.

Koncentrace monomeru ovliviiuje délku fetézcu, obsah dimeru stupen
zesitovani.



Polyakrylamidovy gel - priprava
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PAGE - elfo v polyakrylamidovém gelu



Provedeni PAGE

NejCastéji se PAGE provadi ve vertikalnim usporadani, i kdyz bézné
| v horizontalnim (pouziti tzv.“precast® gelu).

Podle tvaru rozliSujeme trubickové gely (,tube gels®) a deskové
gely (,slab gels®). TrubiCckové gely se pfipravuji ve sklenénych
trubiCkach, slab gely se nalévaji mezi plocha skla oddelena
vymezovaci tzv. spacery, tim se voli tloustka gelu. Jamky pro vzorky
se tvofi hfebinkem (,comb®).

TrubiCové jsou obvykle v rozmerech 0.3-0.5 x 15 cm, deskove gely
od minigelu (4 x 5 cm) po sekvenacni gely (20-30 x 50-100 cm s

tloustkou mezi 0.05 a 1.5 mm).



Aparatury pro deskove gely
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Load samples hereé™™
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An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.
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SDS-PAGE

« Pohyblivost proteint v gelu pfi nativni elektroforéze ovlivnéna
- tvarem (globularni, vlaknite)
- hustotou naboje
- velikosti

« SDS-PAGE - denaturacni varianta
- proteiny se pfed nanesenim na gel denaturuji detergentem SDS
(laurylsiran sodny)
- disulfidové vazby se eliminuji redukénim Cinidlem [B-mercaptoethanol
- denaturace je dokoncCena kratkym varem
- SDS - obklopi protein — zaporny naboj — odpuzovani — natazeni
molekuly
- poCet molekul SDS navazanych na protein je zhruba umérny
jeho molekulové hmotnosti — kazdy protein ma za pritomnosti
SDS ekvivalentni hustotu naboje
- jedinym faktorem, ktery ovliviiuje pohyblivost proteina v gelu pri
SDS PAGE je molekulova hmotnost



Elektroblotting

- pfenos proteinu rozdélenych v gelu na pevhou membranu
- membrany - PVDF (polyvinylidendifluorid) — vySSi vazebna kapacita
- nitroceluloza

- hnaci silou je elektrické pole — kolmé k el. poli pouzitém pfi elektroforéze

- proteiny nabity zaporné — pohyb smérem ke kladné elektrodé (anodé)
- déleni - tankovy (wet) blotting

- polosuchy (semi-dry) blotting
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Imunodetekce

« detekce proteinu pomoci specifické protilatky
e pred vlastni imunodetekci je membrana blokovana
- zabranéni nespecifickym interakcim mezi membranou a protilatkou
- redukce pozadi
- roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) nebo fedéné odtucnéné
mléko (unfatty dry milk)

Primarni protilatky
- monoklonalni - protilatky produkovaneé jen jednim urcCitym klonem B-
lymfocytu
- specifické pro jeden jediny epitop
- produkce — hybridomy (fuze malignich myelomovych
bunék a zdravych lymfocytt produkujich Ab)
- polyklonalni - produkované po opakovaneé imunizaci zvirete, jeho
krev vyuzita jako zdroj protilatek
- imunoglobuliny jsou produkty riznych klont B-lymfocytu



- Membrana je inkubovana s primarni protilatkou specifickou pro dany protein.
Protilatka je fedéna v pufru, ktery obsahuje nosiC a detergent

- optimalni koncentrace primarni protilatky je stanovena vyzkousenim riznych fedéni

Sekundarni protilatky

- po inkubaci s primarni protilatkou je membrana oplachnuta (odstranény zbytky
nenavazané primarni protilatky)

- sekundarni protilatka specificky rozpoznava dany typ primarni protilatky

- sekundarni protilatka je znaCena vétSinou enzymem (nebo radioaktivni sondou),
ktery po reakci s prislusnym substratem produkuje barevny produkt, fluorescenci
nebo svétlo

- Chemiluminiscecni reakce — HRP (horseradish peroxidase, kfenova peroxidaza)

- HRP oxiduje specificky substrat — emitované svétlo detekovano pomoci

fotografického filmu
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