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Detekce antigenu metodou Western Blotting Il.

Blotovani a zobrazeni antigenu

Teoreticky uvod

Western blotting nebo protein imunoblotting je velmi citlivd a analyticka
metoda, ktera zahrnuje detekci specifické bilkoviny v komplexni smési.
Vzorky bilkovin se nejprve oddéli pomoci SDS polyakrylamidgelové
elektroforézy (SDS-PAGE) a nasledné imobilizaci proteint na nitroceluléze
nebo PVDF membranach. Pfenos proteint z gelu do membrany probiha
elektroforeticky. Prenasena bilkovina je detekovana pomoci specifickych
primarnich protilatek a sekundarnich enzymy oznacenych protilatek a
substratd. Tato metoda vyuZivd princip interakce mezi antigenem a
protildtkami pro identifikaci specifickych antigenli monoklonalnimi nebo

polyklonalnimi protilatkami

https://precisionbiosystems.com/western-blot-troubleshooting-quide/
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Princip testu

Western blotting nebo imunoblotting je metoda pouzivana k identifikaci
specifické bilkoviny v komplexni smési spolu se stanovenim jeji molekularni
hmotnosti. Vzorky protein( jsou nejprve elektrofory nastaveny na SDS-
PAGE. V tomto procesu proteiny migruji gelem a jsou oddéleny podle své
velikosti a naboje. Tyto separované proteiny jsou elektrotransferovany na
membranu nitrocelulézy/PVDF pro dalsi analyzu. Pro detekci bilkoviny
(antigenu) nanesené na membrané probihd inkubace s protilatkou
(primarni) specifickou pro bilkovinu, ktera je predmétem zajmu. Membrdéna
je pak inkubovana s druhou (sekundarni) protilatkou, ktera je specifickd pro
prvni protilatku. Sekundarni protilatky jsou kovalentné navazany na enzym,
napr. alkalickou fosfatazu nebo kfenovou peroxiddzu. Tyto enzymy po
reakci s chromogennim substratem vytvareji barevnou sraZeninu.
Vysledkem je viditelny pas na membrané, kde je primarni protilatka

navazana na bilkovinu.
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Reagencie

Clarity Western ECL Substrate Kit
Criterion 4-15% TGX Stain-Free Gels
Dithiothreitol (DTT)

Lambda Protein Phosphatase

Laemmli Sample pufr

Precision Plus All Blue Standard

Precision Plus Unstained Standard

1x TBS 1% Casein Blocking pufr

10x TGS Running pufr

Trans-Blot Turbo RTA Mini/Midi Transfer Kit,
10x Tris-Buffered Saline (TBS)

10x Tris/Glycine/SDS (TGS; running pufr))
10% Tween 20
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PomUcky

nitrocelulosova membrana

PVDF membrana

nadoba na promyvani gelu

destilovana voda pro fedéni promyvaciho roztoku
odmérny valec pro pfipravu promyvaciho roztoku
mikropipety,

sklenéné pipety

mikrozkumavky

pipetovaci Spicky

kadinka nebo vanicka s vodou

odpadni nadoba

zkumavky eppendorf

gaza/filtracni papir/bunicitd vata na osuseni stripli po promyvani

popisovac

Pristroje

Mini Protean Biorad— zdroj stejnosmérného proudu
Mini Trans Blot Module — elektroforéza, blotovani

Trepacka

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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Pracovni postup

1. Aplikace fosfatazy
1.1.Pfipravte si 20 ml 1x fosfatazového pufru na gel, pfidejte 2 ul 5 M
MnCI2 a 10 pl 2 M DTT na 10 ml pufru
Fosfatazovy pufr pfipravte tésné pred pouzitim.
1.2. Oznacte komory 6jamkového mini prouzkového savého boxu takto:
Cislo skvrny:
— Komora 1 A proteinova protilatka, falesna
— Komora 2 A proteinova protilatka, oSetfena PP
— Komora 3 Fosfo-specificka protilatka, falesna
— Komora 4 Fosfo-specificka protilatka, osetfrena PP
1.3. Pridejte 3 ml 1x fosfatazového pufru do kazdé komory blotovaciho
boxu.
1.4. Pridejte 5 ul destilované H,O do kazdé komory, ktera bude
obsahovat membranu, kterd neni oSetfena fosfatazou (false).
1.5. Pfidejte 5 ul lambda proteinfosfatazy (LambdaPP)
do kazdé komory, ktera bude obsahovat membranu, ktera ma byt
oSetrfena fosfatazou.
1.6. Odfiznéte membranu mezi kazdou sadou standardnich pruhu.
1.7. Umistéte kazdy prouzek do odpovidajici komory savého boxu a
inkubovat 2 hodiny pfi 37°C na kolébce

1.8. Opatrné vylijte fosfatazovy pufr

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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2. Western blotting
2.1. Zredte vSechny pozadované primarni protilatky na pozadované
pracovni redéni ( pouZijte fedéni 1:1 000) v blokovacim pufru Casein
Tween.
2.2. Opatrné slijte posledni zbytky TBST pufru z kazdé komory a pridejte
3 ml zfedéné primarni protilatky do boxu.
2.3. Inkubujte pres noc pfi 4°C na kolébce nastavené na 30 ot./min.
2.4. Nasledujici den opatrné vylijte primarni protilatku, pro zamezeni
kontaminace mezi komorami.
2.5. Pridejte 10 ml promyvaciho pufru TBST a inkubujte pfi laboratorni
teploté po dobu 5 minut na trepacce nastaveném na 150 ot./min.
2.6. Slijte promyvaci roztok a celkem 5x promyijte.
2.7. Pfipravte vhodnou sekundarni protilatku na pozadované
pracovni fredéni v blokujicim pufru s doplnénim kaseinu.
2.8. Pridejte 3 ml zredéné sekundarni protilatky do pfislusné komory
savého boxu a inkubujte po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
2.9. Opatrné vylijte sekundarni protilatku, vyhnéte se kontaminace z
komory do komory.
2.10. Pridejte 10 ml promyvaciho pufru TBST do kazdé komory a
inkubovat pri laboratorni teploté po dobu 5 minut na trepacce.

2.11. Slijte promyvaci roztok a opakujte celkem 5x bod 2.10.
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3. Detekce antigenu

3.1. Smichejte komponenty sady Clarity Western ECL Substrate Kit v
poméru 1:1 pomér v Cisté zkumavce. Celkem 1 ml namichaného substratu

je potfebny pro kazdy pas membrany.

3.2. Zvednéte membrdnu CcCistymi klestémi a jemné protrepejte az

prebytecny promyvaci pufr TBST odtece.

3.3. Jemné naneste 1 ml namichaného ECL substratu pfimo na horni ¢ast

kazdé membrany, pokryvejte membranu rovhomérné pokud je to mozné.
3.4. Nechte inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

3.5. Vysledkem je viditelny pas na membrané, pouze v misté kde je

primarni protilatka navazana na protein.
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Hodnoceni testu
A/ Zakresli a popis polohu proteinli na membrané.
B/ VloZ obrazek membrany po blotovanim.
Kontrolni otazky

A/ O jaky typ metody detekce antigenu se jedna?
B/ Proc€ je nutné pripravovat fosfatazovy pufr tésné pred pouZitim?

C/ Jakou ma funkci ECL substrat v této metodé?
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