Western blotting

Slouzi pro detekci proteinu prostrednictvim protilatek.
Obvykle nasleduje po rozdéleni polypeptidu v elektrickém

poli polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (PAGE).

Moderni metody bunécné biologie 2010
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Detekce proteint

1. Priprava vzorku

- nutné dezintegrovat (lyzovat) bunky, abychom proteiny dostaly
ven do roztoku

- mozno pripravit lyzaty celobunecne, membranove,
cytoplazmatické, jaderné — zalezi na pouzitém pufru

- nutno pridat inhibitory proteaz a fosfataz

- ur€eni koncentrace proteinu (komercéné dodavany kit) naredit
vsechny vzorky na stejnou koncentraci

- denaturace — slozité sekundarni a terciarni struktury proteint —
protilatka by se sem nedostala (rozeznava jen maly usek
proteinu (epitop)

- SDS (sodium dodecylsulphate) a vysoka teplota
- SDS udéli vSem proteindm stejny negativni naboj



ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
proteini je rozbiti
bunék nebo tkané

@@

0%,

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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@ rozbiti @ pouZiti mirného detergentu
bunék na perforaci plasmatické
ultrazvukem membrany
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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.



2. Elektroforéza

pohyb nabitych Castic v elektrickem poli

SDS-PAGE - denatura€ni 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



Gely

* polyakrylamidove gely
« Akrylamid a bis-akrylamid (ten tvori

kroslinky)

* iniciator reakce — APS (ammonium

persulfat)

« katalyzator reakce — TEMED (N,N,N ,N

tetramethylethylendiamine)

« dulezita je velikost péru — uréuje, jaké

proteiny pory projdou

- Cim vySSi je % gelu, tim mensi jsou
pory, kterymi projdou mensi proteiny

Protein size (kDa) | Gel percentage (%)
4-40 20

12-45 15

10-70 12.5

15-100 10

25-200 8

Abcam- Western blotting — A beginner s guide
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Elektroforéza
- pohyb nabitych Castic v elektrickém poli
- pouzivaji se alkalické pufry, které proteinim udileji negativni naboj —

v elektrickém poli pohyb smérem k anode

GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

katoda
) plastova komora

v

pufr




3. Elektroblotting

- pfenos proteinu rozdélenych v gelu na pevnou membranu
- membrany - PVDF (polyvinylidendifluorid) — vySSi vazebna kapacita
- nitroceluléza
- 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 — lepSi pro vétsi proteiny
- polosuchy (semi-dry) blotting — rychlejsi, ale muze vyschnout pufr

- ,sandwich” — tésny kontakt mezi gelem a membranou
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4. Vizualizace proteinu - imunodetekce

» detekce proteinu pomoci specifickych protilatek
« pred vilastni 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 produkované jen jednim urcitym klonem B-
lymfocytl
- specifické pro jeden jediny epitop
- produkce — hybridomy (fuze malignich myelomovych
bunék a zdravych lymfocytu produkujich Ab)
- polyklonalni - produkované po opakované imunizaci zvirete, jeho
krev vyuzita jako zdroj protilatek
- imunoglobuliny jsou produkty riznych klonu 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
nenavazaneé 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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Literatura

- Molecular Biology of The Cell
- Principles and Techniques of Practical Biochemistry
- Metody molekularni biologie

- Abcam - Western blotting - A beginner s guide

http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/\WB-beqginner.pdf
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