Metoda western-blot

IMMUNOBLOTTING

A WARNING

Materiaty publikowane w formie ,jest jak
jest”, mogg wymagac rozszerzenia lub
komentarzy.




metoda detekcji konkretnych bialek w homogenacie
komorkowym fub ekstrakcie biatkowym poprzez ich
rozdzial elektroforetyczny, unieruchomienie na
membranie 1 wykorzystanie odpowiednich przeciwcial.

pozwalaja potwierdzi¢ zakazenie w przypadku testow
przesiewowych o specyficznoS$ci mniejszej niz 100%.
Wsrod badan serologicznych mozemy wyr6zni¢ badanie
odczynow (pozwalajg okresli¢ wystepowanie przeciwcial,
co do ktorych nie mamy wiedzy, do jakiej klasy naleza,
np. odczyn lateksowy w przebiegu mononukleoz
zakaznej) oraz badanie specyficznych przeciwcia
(obejmujg wykrywanie przeciwciat w klasach IgM
(p,r,zec)iwma}a wczesne) oraz w klasie IgG -przeciwciala
pOzZne).



Przygotowanie materialu do badan

Rozdzial bialek w zelach
poliakrylamidowych.

Transfer bialek z zelu na membrane
nitrocelulozowa/PVDF/nylonow3a

Detekcja bialek



Aby rozdzial elektroforetyczny zachodzit ze wzgledu na cigzar biatka
Erobkq przed nalozeniem na zel nalezy zredukowa¢ w odpowiednim
uforze redukujacym i tem})eraturze. W buforach redukujgcych
stosuje sie: merkaptoetanol lub DTT (ditiotreitol) oba zw1azl}<7i
redukujg (przecinaja) mostki dwusiarczkowe (S-S) pomiedzy
biatkami czyli denaturuja drugorzedowg strukture lgia}ka. Taki
zabieg ma na celu wykluczenie, ze biako o wiekszej masie ale
bardziej ,upakowane ” wedruje szybciej w zelu niz biatko o
mniejszej masie za to mniej ,,upakowane”. Dobry rozdzial
elektroforetyczny osigga sie wtedy, %dy objetos¢ probki nie
przekracza 10% objetosci Sciezki, a i1los¢ bialek nakladanych na
studzienke znajduje si¢ w przedziale 1-50 ug. Ponadto probka nie
moze zawierac zbyt duzej 1losci soli, ktéra w postaci zjonizowane;
powoduje powstawanie smug i niejednorodnosci prazkow.




Transfer bialek na membrane
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Immunodetekcja bialek

Membrana po inkubacji z przeciwcialem pierwszorzedowym.




Membrana po inkubacji z przeciwcialem pierwszo i drugorzedowym.
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Przeciwcialo drugorzedowe zwiagzane jest z enzymem (HRP, AP), ktory po
dodaniu odpowiedniego substratu powoduje reakcje barwng.




Diagnostyka chorob bakteryjnych (borelioza).

Diagnostyka chorob wirusowych (HIV, koronawirus
wywohujacy SARS, wirus HSV bedacy czynnikiem
etiologicznym opryszczki).

Wykrywanie niektore chorob pasozytniczych, jak
wagrzyca spowodowana przez larwy tasiemca
uzbrojonego.

Wykrywanie choréb genetycznych, np. pewne formy
niedokrwistosci Fanconiego.

Mozliwe jest rOwniez zastosowanie tej techniki w
diagnostyce nowotworow



