Temat 4
Metody oparte o elektroforeze

Southern blotting

Jest najpopularniejsza metoda identyfikacji  kwasoéw nukleinowych lub odpowiednich
fragmentéw polinukleotydowych. Stosuje si¢ np. w kryminalistyce, potwierdzaniu ojcostwa
lub przy poszukiwaniu specyficznych fragmentow genow w badanym materiale biologicznym
kodujacych wybrane biatka.

[=] Rozdzielone w czasie elektroforezy fragmenty kwasu nukleinowego przenosi si¢ z
zelu na blong nitrocelulozowa lub nylonowa w obecnosci roztworu ekstrakcyjnego.

2] Bton¢ zanurza si¢ w roztworze zawierajacym znakowane substancje swoiscie
rozpoznajace poszukiwang sekwencja nukleotydow. Reakcja barwna lub
radioaktywno$¢ ujawniajg poszukiwane frakcje na blonie.

Western blotting

Metoda pozwalajagca na wykrycie obecnosci badanego biatka w materiale biologicznym w
oparciu o wysoko specyficzng reakcj¢ antygen-przeciwciato. Warunkiem jej przeprowadzenia
jest posiadanie przeciwciata przeciwko badanemu biatku.

Metoda wykorzystywana jest do wykrycia lub potwierdzenia obecno$ci danego biatka w
badanym materiale biologicznym stanowigcym mieszaning réznych biatek bez koniecznosci
przeprowadzania skomplikowanych procedur izolacji.

Etapy procedury obejmuja:

Rozdziat biatek na zelu poliakrylamidowym

Transfer biatek z Zzelu na membrang

Inkubacja z roztworem blokujacym

Inkubacja z przeciwcialami pierwotnymi (przeciwko badanemu biatku)

Inkubacja z przeciwciatami wtornymi (przeciwko wytworzonemu kompleksowi)
Identyfikacja kompleksu antygen-przeciwciato przy uzyciu reakcji barwnej widocznej
na membranie w miejscu gdzie znajduje si¢ frakcja z badanym biatkiem. Daje to
mozliwos¢ okreslenia masy czasteczkowej tego biatka (poprzez porOwnanie ze
standardami mas czasteczkowych)
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Rysunek 1. Schemat postepowania w technice Western Blotting
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Rysunek 2. Schemat metody detekcji bialek w technice Western Blotting



Rysunek 3. Przyklad rozdzialu elektroforetycznego bialek (widoczne kolorowe markery mas
czasteczkowych).

Rysuek 4. Przyklad rozdzialu elektroforetycznego bialek (widoczne kolorowe markery mas
czasteczkowych)



Rysunek 5. Widok zelu po rozdziale elektroforetycznym (widoczne kolorowe markery mas
czasteczkowych) przygotowanych do transferu na membrane w technice Western Blotting
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Rysunek 6. Aparat do transferu bialek z zelu poliakrylamidowego na membrane stosowany w technice
Western Blotting



Rysunek 7. Przykladowy wyniki analizy Western Blotting.

Zymografia

Charakteryzuje si¢ dodaniem do zelu przed polimeryzacja substratu dla badanego ta metoda
enzymu. Po wykonaniu rozdzialu elektroforetycznego Zele s3 inkubowane w buforze. W
trakcie inkubacji zachodzi reakcja enzymatyczna w miejscu gdzie znajduje si¢ frakcja
zawierajagca badany enzym. W kolejnym etapie zatrzymuje si¢ reakcje enzymatyczng a zel
barwi na obecnos¢:

- substratu (uzyskujemy zabarwienie catego Zelu poza miejscem dziatania enzymu gdzie
substrat zostat roztozony)

- produktu (uzyskujemy zabarwienie frakcji gdzie znajduje si¢ enzym)
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Fig. 1: Zymography and chromogenic substrate autography

Rysunek 8. Schemat wykonania zymografii



