Identifikace glykoproteinl krevniho séra pomoci
SDS-PAGE a Western blot analyzy

TEORETICKY UVOD

SDS-PAGE je velmi efektivni analytickd pomicka pro separaci proteinové smeési,
k analyze Cistoty proteinu a jeho pfiblizné molekulové hmotnosti, ale neposkytuje nam
zadna data na zakladé, kterych bychom mohli provést identifikaci nabarveného proteinu.
Barveni stfibrem nebo coomasie nam poskytuje pouze dlikaz o pfitomnosti molekulové
hmotnosti proteinu. Pfi provadéni podrobnéjsich analyz separovanych proteinli se obvykle
setkdvdme s problémem madlo pristupné a husté matrice polyakrylamidového gelu pro celou
fadu detekcnich cinidel. Proteiny z SDS-PAGE gelu tak mohou byt pfeneseny (preblotovany)
z gelu na tenkou matrici (blotovaci membranu), na které jsou daleko vice pristupné pro
chemicka cinidla nebo biochemické reagencie. Pokud je prenos proteinli spojen s vysoce
specifickou a citlivou detekci pomoci imunometod, je tento proces nazyvan Western-
Blottingem. Western blotting ma celou fadu vyhod zahrnujici malou spotfebu reagencii,
kratky ¢as zpracovani, nenaroéné vybaveni a velmi vysokou efektivitu.

V soucasné dobé se pouZivaji tfi zdkladni blotovaci matrice: nitrocelulosova,
nylonova a PVDF (polyvinyldifluoridovd). Vazba proteind na metrice je ne-kovalentni, kdy
k nejsilngjsi interakci dochazi u PVDF membrany. Ze vSech typl membran se potom PVDF
membrdana vyznacuje nejvétsi pevnosti a velmi nizkym pozadim pfi barveni. Pro pfenos
proteinl z gelu na membranu vyuZijeme metodu semi-dry elektroblottingu, kdy je gel
s membranou umistén mezi dvé elektrody a dochazi kpfenosu proteinl pomoci
aplikovaného elektrického pole. Kvlastni detekci proteinl na membrané se pfi
imunodetekci pouZivaji vétSinou dvé protilatky. Primarni protilatka je specifickd pro nas
protein zajmu. Druha, sekunddrni, protilatka je vétSinou protilatka proti IgG protilatce
pouzité v prvnim kroku a je konjugovana s enzymem, nejcastéji kfenovou peroxidasou nebo
alkalickou fosfatasou. Pokud se poté pfida k membrané detekéni roztok, enzym konjugovany
se sekundarni protilatkou katalyzuje barevnou reakci davajici barevny prouzek na
membrané.

V nasem pfipadé budou pouzity dvé varianty detekce.

Prvni varianta bude levnéjsi moznosti detekce, kdy specifickd skupina protein,
glykoproteiny, bude identifikovdna pomoci lektin(, které se specificky vazi na cukerné
zbytky. Lektiny jsou tfidou proteinl vyskytujicich se u bakerii a rostlin schopné vazat se na
cukerné zbytky glykoproteinl. V nasem experimentu pouZijeme lektin z fazole Konkavalin A
(Con A), ktery ma velmi vysokou afinit k a-D-manosylovym zbytkim. Tento Con A je
konugovan s kfenovou peroxidasou, kterd poskytne po pridani substratu 4-chloro-1-
naftolu/peroxidu vodiku barvenou reakci.

Pfi druhé varianté bude pouZita polyklonalni protilatka proti lidskym IgG protilatkdm
(specifickd k y-fetézci) konjugovana s kienovou peroxidasou.

Jako vzorek bude pouZito lidské sérum
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POSTUP PRACE

SDS-PAGE elektroforéza

Roztoky:

Proteinovy marker — 14-160 kDa

Elektroforeticky pufr (25 mM Tris-Cl, pH 8,3, 150 mM glycin, 0.1%SDS
Nanaseci pufr

1. Ke 30 ul vzorku krevniho séra pridejte 6 ul nandseciho pufru, promichejte a

inkubujte 5 min pfi 100°C v termostatu

3. Nasledné zkumavky zchladte na ledu

4. Poté naneste na 3 gely po 10 ul vzorku a 5 ul hmotnostniho markeru

5. Spustte elektroforézu, podminky separace: konstantni proud 30 mA/gel, 40 minut

6. Po elektroforéze prvni gel proplachnéte 15 minut v MiliQ vodé a ndsledné ponotte
do 50 ml barvy koloidni coomasie BioSafe, s druhym a trfetim gelem provedte
blotting.

7. Gel ponotfeny do koloidni coomasie po dvou hodinach vyjméte a proplachnéte

vodou a naskenujte.

Semi-Dry Blotting

Roztoky:
Pfenosovy pufr (25 mM Tris-Cl, pH 8,3, 150 mM glycin, 20 % metanol, 0.1%SDS)

1. pfipravte si dvé membrany PVDF a 8 papird Whatman 3MM o rozmérech 7x5 cm.
2. Ponorte PVDF membrany na 20 s do MeOH (sniZeni hydrofobicity membrany) a poté
je inkubujte 5 min v pfenosovém pufru spolecné s 8 papiry Whatman 3MM
3. Sestavte sandwich dle obrazku nize.
4. Spustte semi-dry elektro transfer. Provadéjte prenos 1 h pfi konstantnim napéti 30V
5. Po skonceni blotting vyndejte membrany a ponofte je na 5 min do barvicky Ponceau
S.
6. Poté je oplachnéte ve vodé a pomoci propisky zaznacte marker.
e .
> o Y
o 4
o 5
Z.-K“‘a,.“ /;j’/:,_éi:___”_""-k__ Blotting paper

<:‘)h“""*--1\-k'"*-.~ /,-’/'_./' o [ {2-3 sheets)
e T e s H"xﬂ.ﬁ
= == o 7 ‘,/-éi{ T Gel
M———————— ~ s =

~  Membrane

T Blotting paper
{2-13 sheets)

These stack compo-
nents are the same
size as the gel or
slightly smaller

- Mask {opening approx. 2 mm smaller

Wet Blotting

Pokrocilé praktikum z Biochemie (122009)

than the gel on all sides). Optional.



1. pripravte si dvé membrany PVDF a 8 papirli Whatman 3MM o rozmérech 7x5 cm.

2. Ponorte PVDF membrany na 20 s do MeOH (snizZeni hydrofobicity membrany) a poté
je inkubujte 5 min v pfenosovém pufru spolec¢né s 8 papiry Whatman 3MM

3. Sestavte sandwich dle obrazku nize a umistéte ho do aparatury Mini-Protean 3.

4. Provadéjte pfenos 1 h pfi konstantnim napéti 30V

5. Po skonéeni blotting vyndejte membrany a ponofte je na 5 min do barvicky Ponceau
S.

6. Poté je oplachnéte ve vodé a pomoci propisky zaznacte marker.
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Detekce pomoci Konkavalinu A a Anti-Human IgG protilatek

Roztoky:

TBST pufr (20 mM Tris-Cl (pH 7,6), 100 mM NacCl, 0,1 % Tween-20)
Con A-HRP konjugat (1mg/ml)

Roztok DAB

30% peroxid vodiku

Detekce pomoci Konkavalinu A

1. Nevazebna mista blokujte v 20 ml roztoku 1 x TBST obsahujicim Albumin po dobu 30
minut

2. Dvakrat membranu promyjte 20 ml 1 x TBST pufru po dobu 5minut

3. Inkubujte membranu ve 20 ml TBST pufru s 50ul Con A-HRP konjugatu po dobu 2
hodin.

4. Dvakrat membranu promyjte 20 ml TBST pufru po dobu 5minut

5. Ponorte membrdnu do 20 ml TBS s 0.05% DAB a pridejte 20 ul 30% peroxidu vodiku

6. Inkubujte membranu v roztoku, dokud se neobjevi barevné prouzky — asi 10-15
minut

7. Poté zastavte reakci promytim v Mili-Q vodé

8. Naskenujte membranu

Detekce pomoci Anti-Human IgG protildtek
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1. Neobsazend vazebnd mista blokujte v 20 ml roztoku 1 x TBS obsahujicim 5% susené
mléko (nizkotucné) po dobu 30 minut

2. Inkubujte membranu ve 20 ml protilatky fedéné TBST pufrem v poméru 1:30000 po
dobu 2 hodin.

3. Dvakrat membranu promyjte 20 ml TBST pufru po dobu 5minut

5. Ponoite membrdnu do 20 ml TBS s 0.05% DAB a pridejte 20 ul 30% peroxidu vodiku

6. Inkubujte membranu v roztoku, dokud se neobjevi barevné prouzky — asi 10-15
minut

7. Poté zastavte reakci promytim v Mili-Q vodé

8. Naskenujte membranu

VYHODNOCENI

1. Uvedte vysledek elektroforézy a blottingu (vysledny obarveny gel a membranu)

2. Na zdkladé hmotnostniho markeru sestrojte kalibracni kfivku a odectéte hmostnosti
protein detekovanych na membrané.

3. Popiste a zdlivodnéte barveni jednotlivych proteinu Konkavalinem A a Anti-Human

IgG protilatkami.
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