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Detekce antigenu metodou Western Blotting I.

Gelova elektroforéza

Cil
Naucit se techniku Western Blottingu pro detekci specifického proteinu.

Teoreticky uvod

Western blotting nebo protein imunoblotting je velmi citliva 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. Pfendsena bilkovina je detekovana pomoci specifickych
primarnich protilatek a sekundarnich enzymy oznacenych protilatek a
substratu. Tato metoda vyuziva princip interakce mezi antigenem a
protilatkami pro identifikaci specifickych antigen monoklondlnimi nebo

polyklonalnimi protilatkami

https.//precisionbiosystems.com/western-blot-troubleshooting-guide/
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obr.¢.1 Western Blotting schéma tlohy (https://precisionbiosystems.com/western-blot-troubleshooting-

guide/)
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Princip testu

Western blotting nebo imunoblotting je metoda pouzZivana 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 ndboje. Tyto separované proteiny jsou elektrotransfery 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. Membrdna
je pak inkubovana s druhou (sekundarni) protilatkou, ktera je specificka 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.

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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Reagencie:

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

Lambda Protein Phosphatase

Laemmli Sample pufr

Precision Plus All Blue Standardy
Precision Plus Unstained Standardy

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

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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Pomucky:

nitrocelulosova membrana

PVDF membrana

nadoba na promyvani gelu

destilovana voda pro redéni 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 napéti
Mini Trans Blot Module — elektroforéza, blotovani

Centrifuga

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

1. Pfiprava lysata a reagencii
1.1. Pfiprav TBST Wash Buffer (1x TBS s 0.1% Tween 20 v poméru 1:1)
Pouzij 10% Tween 20, 10x TBS, a destilovanou vodu
1.2. Pfiprav Casein Tween Blocking Buffer (1x Casein Blocking Buffer +
0.1% Tween 20) pouZij 1x TBS 1% Casein Blocking Buffer a 10% Tween 20
1.3. Pfiprav fosfatovy pufr (smichej 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCIl, 10 mM
MgCl2, 1 mM MnCl2, 2 mM DTT pH 7.9 pfi 25°C)
1.4. Pfiprav 1x TGS naredénim 10x TGS 1:10
1.5. Priprav Transfer Buffer (obsaZen v Trans-Blot Turbo RTA Mini/Midi
Transfer Kitu)

1.6. Pfiprav lysaty antigen(i naredénim 0.5 ml PBS

2. Gelova elektroforéza

2.1. Pripravte 1x TGS Running Buffer pomoci naredéni 10x TGS Running

Buffer destilovanou vodou 1:10

2.2. Odstrante 18jamkovy gel Criterion 4-15% TGX Stain-Free z obalu
(zajistujici zeleny hieben a bilou pasku odstrante), oplachnéte jamky gelu
pomoci dest. H,0, abyste zajistili, Ze veskeré vzduchové bubliny jsou

odstranény.

Vlozte gel do komory. Vyplite vnitini komoru s 1x TGS Running pufrem,

ktery zajisti, Ze jamky jsou prekryté.

2.3. Smichejte a vlozte Precision Plus All Blue Standards a Precision Plus
nebarvené standardy v poméru 1:1 a zatizeni 10 pul na jamku do vhodnych

jamek gelu

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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2.4. Vlozte lyzaty do vhodnych jamek gelu.

2.5. Pripojte ¢lanek Criterion Cell k napdjecimu zdroji a nastavte napéti do
300 V. Pokracujte,v napajeni dokud predni ¢ast barviva nedosahne spodni

casti gelu (pfiblizné 20-25 min).
2.6. Vyjméte gel z kazety. Pouzijte gelové separatory.

2.7. Odriznéte dobre "tfasné" z horni ¢asti gelu a "nohy" ze spodni ¢asti
gelu. Umistéte gel do velkého savého otvoru krabicky s 1x TGS Running

pufrem.

3. Pfenos membrany a proteint bez skvrn
3.1. Pro zobrazovani je nutna UV aktivace gelu bez skvrn.
3.2. PoutZijte prenosovou sadu Trans-Blot Turbo RTA Midi

ktera zahrnuje PVDF membranu, potfebnou pro zobrazeni blotu pro celkovy

protein bez zabarveni

3.3. Postup normalizace :. Pouziti nizké fluorescencni membrany PVDF
misto normalniho PVDF nebo nitrocelulézy - umoznuje vizualizaci
fluorescence emitované z aktivované tri-halo slouceniny vazané na

Tryptofanova rezidua proteint na gelu, které byly nyni pfeneseny do
membrany.

3.4. Po dokonceni prenosu pofidte snimek membrany.

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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4. Blotovani membrany - pfiprava

4.1. Vlozte membranu do velkého savého boxu s 15 ml blokovaciho

vyrovnavaciho pufru pro doplnéni kaseinu.

4.2. Pomoci tuzky oznacte roh kazdé membrany, takie mUzZete rozliSovat

mezi nimi pozdéji. Inkubace 30 min pfi pokojové teploté (RT).

4.3. Membrana je nyni pfipravena pro blotovani

Inovace vyuky pfirodovédnych pfredmét na FBMI CVUT — PPSR CVUT
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Hodnoceni testu:

A/Popis umisténi jamek na membrané

B/ VloZz obrazek membrany pred blotovanim.

Kontrolni otazky:

A/ O jaky typ metody detekce se jedna?
B/ Proc€ je nutné pripravot lysaty az na misté?

C/ Jakou ma funkci enzym v této metodé?
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