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WESTERN BLOT

Western blot je metoda pouZivana pro kvalitativni nebo semikvantitativni detekci urcitého
proteinu ve vzorku. Metoda je tvorena tfemi zakladnimi kroky: 1. elektroforetickou separaci

protein(, 2. pfenosem separovanych protein(, 3. detekci protein(.

* Pro separaci proteind se nejcastéji vyuziva gelova elektroforaza, nejcastéji je to SDS-PAGE
(SDS polyacrylamide gel electrophoresis). Vlivem SDS jsou proteiny denaturovany a proteiny
ziskavaji zaporny ndboj a cestuji tak v elektrickém poli od zdporného pélu ke kladnému. Pri
elektroforéze jsou proteiny déleny podle své hmotnosti (uddva se v kDa). Malé proteiny
cestuji akrylamidovym gelem rychleji, proteiny o velké molekulové hmotnosti se pohybuji
smérem k anodé pomaleji. Nékdy je vyuZivand nativni-PAGE, kdy jsou proteiny separovany

na zadkladé svého naboje.

» Separované proteiny jsou preneseny na membranu. Pfitomnost daného proteinu je na
membrané detekovana pomoci protilatky, tzv. primarni, vici tomuto proteinu. Primarni

protildtka se navazuje na protein a v dalSim kroku je rozpozndvana sekundarni protilatkou.

e Sekundarni protilatka se tedy vaie na primdrni protilatku. Pfitomnost sekundarni
protilatky je detekovana fluorescencné ¢i chemiluminiscenéné, a to v zavislosti na znaceni,

které sekundarni protilatka nese.

 Velikost signalu je vyhodnocovdna srovndnim s nanesenym proteinovym markerem, coz je

komercéné dostupna smés proteinli o znamé velikosti.
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PRIPRAVA VZORKU

Lyzacni pufry. Pro pfipravu vzork( pro Western blot jsou vyuzivany lyza¢ni pufry, které
uvolni a rozpusti proteiny obsazené v testovanych burikdch a tkanich.

Pfi vybéru vhodného lyzacniho pufru se predevsim fidime pozadavky pouzité protilatky.
Protilatky obvykle rozeznavaji na proteinu pouze jeho malou ¢ast (oznacovano jako epitop),
ke které se vazi. Tato Cast ovsem muzZe byt schovana terciarni strukturou proteinu, proto je
treba tuto strukturu proteinu nejprve rozplést, tj. protein denaturovat. VétsSina protilatek
tedy rozezndva proteiny v jejich denaturované formé, nicméné jsou protilatky, které naopak
vyzaduji protein v nativni formé a protein nerozeznaji, pokud byl pfipraven v roztoku
obsahujicim néktery z detergentl (SDS, deoxycholat). Tyto protilatky totiz rozezndavaji své
epitopy v zavislosti na sekvencich aminokyselin, které se na zakladé troj-rozmérné struktury
proteinu nachazeji v blizkosti epitopu. Pfed zapocetim Western blotu je proto zcela zasadni
zkontrolovat poZadavky dané protilatky, a to v materidlech dodanych od vyrobce.

Pokud protilatka vyZaduje nativni formu proteinu, je tfeba protein pfipravit v pufru bez
detergentu, ptipadné v pufru, ktery obsahuje néktery z mirné pulsobicich detergent(, jako je
Triton X-100 nebo NP-40.
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PFi vybéru lyza¢niho roztoku se rovnéz fidime lokalizaci testovaného proteinu, viz. tabulka

V celych bunkach NP-40 nebo RIPA
Volné v cytoplasmé Tris-HCI

V cytoplasmé vazany na cytoskelet Tris-Triton
Vazany na membrany NP-40 nebo RIPA
Jadro* RIPA
Mitochondrie* RIPA

* Zejména u proteinQ, u nichZ predpokladdame nizkou expresi a které se nachdzi pouze v
jadru nebo pouze v mitochondriich, se doporucuje ptipravit lyzat pouze z téchto bunécnych
Casti.

Nonidet-P40 (NP40) buffer (150 mM NaCl, 1% nonidet NP-40, 50mM Tris-Hcl, pH8): lJe
vhodnym pufrem pro studium proteinll nachazejicich se v cytoplasmé, vdzanych na
membrandach nebo proteint z extraktd celych jader.

RIPA buffer (Radio Immuno Precipitation Assay buffer) (150mM NaCl, 1% nonidet NP-40,
0,5% deoxycholat sodny, 0,1% SDS, 50mM Tris-HCl, pH8): Je pouZzivanym pufrem pro
extrakty z celych bunék a proteiny vdzané na membrdny. ProtoZe obsahuje iontové
detergenty, které snadno vedou k rozpusténi protein( v roztoku, je vhodnym pufrem v
pfipadé Spatné rozpustnych tkani. Nicméné také porusuje protein-proteinové interakce,
takZze neni vhodnym roztokem pfi imunoprecipita¢nich experimentech.

Tris-Triton buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 100mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton
X-100, 10% glycerol, 0,1% SDS, 0,5% deoxycholat sodny): Je vhodnym pufrem pro extrakci
cytoskeletalnich proteina.

Tris-HCl buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5): je vhodnym pufrem pro pouziti s protilatkami, které
vyzaduji proteiny v jejich nedenaturované, tj. nativni formé, protoZze pro minimalizaci
denaturace je tfeba vyuzit pufry, které neobsahuji iontové detergenty (tj. SDS) a idealné také
neiontové detergenty (tj. Triton — 100).

Inhibitory proteaz a fosfataz. Pfi pfipravé lyzatu mohou v lyzované tkani nastat nezadouci
rozkladné procesy. P¥i pfipravé proteinovych lyzatl jsou nezadouci zejména aktivity proteaz
a fosfatdz. Proto pro minimalizaci aktivity proteaz a fosfataz je doporuéovano do lyzaéniho
roztoku, tésné pred jeho pouZitim, pfidat inhibitory proteaz a fosfatdaz. Vhodné koktejly
inhibitor( Ize zakoupit komercné.

Priprava lyzatu. Pro dal$i minimalizaci aktivity proteaz a fosfataz je tfeba vzorky pfipravovat
v pfedem vychlazeném lyzacnim roztoku (na 4°C) a vzorky drzet pfi 4°C i dale. Pfi pripravé
tkané (napf. jeji pitvé) postupujeme rychle, aby se snizilo riziko rozkladnych procesu v tkani.
Pro pripravu homogenatu jsou vyuzivany homogenizatory, homogenizaci mizeme zefektivnit
tim, Ze tkan predem zmrazime, rozmélnime a urychlené priddme vychlazeny lyzacni pufr.
Mnozstvi pridaného pufru je Umérné mnozstvi tkiné a mnozstvi tkané by optimalné mélo
byt 1-5 mg na 1 ml lyza¢niho roztoku. Vzorky jsou inkubovany 2 hod. pfi 4°C. Po nasledné
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centrifugaci je odebran supernatant a prenesen do Cisté zkumavky.

URCENi KONCENTRACE CELKOVYCH PROTEINU

Pfipraveny lyzat je tfeba vyhodnotit na koncentraci protein(. Pro vyhodnoceni koncentrace
protein(l je obvykle vyuZivana Bradfordova nebo BCA metoda. Pro tyto metody existuje cela
fada komercnich produktl. Po vyhodnoceni koncentrace muze byt ¢ast vzorku nanesena na
gel, pfipadné muze byt vzorek v alikvotech zamrazen pfi -20°C nebo -80°C pro pozdéjsi
pouZziti.

PRIPRAVA VZORKU PRO NANESENI NA GEL

Vzorky v denaturované a redukované formé

Jak jiz bylo zminéno, vétSina protilatek vyzaduje proteiny v jejich denaturované formé. Proto
ve vétsiné pripadd musime proteiny denaturovat. Denaturace proteind je docileno jednak
pUsobenim neiontového detergentu SDS (dodany soucasti nanaseciho, tzv. Laemmliho
pufru) a také zahtatim smési na 95-100°C po dobu 5 min.

2X Laemmliho pufr (4% SDS, 10% 2-merkaptotanol, 20% glycerol, 0.02% bromfenolova
modt, 120 Tris-HCl pH 6,8). Laemmliho pufr je bézné pouzivany nanaseci, denaturacni pufr.

e Soucasti pufru je SDS, které jednak zajiStuje denaturaci proteint, ale také zajisti, Ze
proteiny budou mit negativni ndboj (proteiny se totiz vdzou na anionty SDS). Diky tomu se
proteiny v gelu nepohybuji na zakladé svého elektrického ndboje, ale na zdkladé své
molekularni velikosti.

* 3-merkaptoetanol pripadné ditiotreitol (DTT) jsou vyuzity k odstranéni intramolekuldrnich
a intermolekuldrnich disulfidickych mustk( v proteinu, a tedy k ,narovnani“ molekuly
proteinu.

e Glycerol zvysi densitu nandseného vzorku a usnadni tak jeho naneseni do jamky.

¢ \V nanasecim roztoku je pfitomna také barvicka, typicky bromfenolova modf, ktera umozni
vizualizaci vzorku pfi nandseni a v prabéhu elektroforetické separace.

Vzorky v nativni a ne-redukované formé

Nékteré protilatky rozezndvaji své epitopy v zavislosti na sekvencich aminokyselin, které se
na zakladé troj-rozmérné struktury proteinu nachazeji v blizkosti epitopu. V téchto pfipadech
je nepfipustné pripravovat vzorek za pritomnosti denaturacnich latek (jako SDS) a také je
nepfipustné zahfivani vzorku na denaturacni teplotu. Rovnéz nékteré protilatky protein
rozpoznaji, jen pokud je ve své ne-redukované formé. V téchto pripadech nanaseci a
elektroforeticky pufr nesmi obsahovat redukéni latky jako je R-merkaptoetanol a DTT.
V téchto pfipadech je vyuZivany 2x nandaseci pufr (60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25% glycerol, 1%
bromfenoova modr).
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ELEKTROFORETICKA SEPARACE PROTEINU

Pro separaci proteind je wvyuZivand PAGE elektroforéza, tj. elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu.

Polyakrylamidové gely. Polyakrylamid (poly(2-propenamid)) je polymer tvorfeny z
akrylamidovych podjednotek zesitovanych N,N'-methylenbisakrylamidem (zkracené
bisakrylamidem). Smés akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pti pokojové teploté
pomoci volnych radikdld, které dodava persulfat amonnym (APS) zpUsobujici homolytické
Stépeni vazeb 0O-0. K urychleni polymerizace se pouzivd volnd zasada TEMED
(tetrametylendiamin), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikalli persulfatu amonného. Pri
praci s akrylamidem je tfeba obeztetnosti, protozZe plsobi jako neurotoxin.

Pfi pripravé polyakrylamidového gelu lze vybérem vhodné koncentrace akrylamidu a
bisakrylamidu ovliviiovat velikost pérd gelu a tim optimalni separaci proteinl o urcité
velikosti. Se zvysujici se koncentraci téchto latek se pdry gelu stavaji mensimi a gel se hodi
pro separaci mensich molekul, viz. tabulka. Gely mohou byt zakoupeny komeréné nebo se
mohou pfipravit v laboratofi.

Velikost proteinu (kDa) Koncentrace gelu (%)

4-40 20
12-45 15
10-70 12.5
15-100 10
25-200 8
Jamky gelu
¥ S

,Stacking” a separovaci gel. Pfi pfipravé gelu pro
separaci proteini se velmi ¢asto vyuZivd kombinace Stacking” gel
dvou geld. Gel je tvofen hornim usekem (blize ke
startu migrace) tzv. ,stacking” gelem o nizké
koncentraci akrylamidu a nizkém pH (6,8), v Useku dale
od startu je tzv. separovaci gel o vyssim pH (8,8) a vyssi
koncentraci akrylamidu. ,Stacking, gel svou nizkou
koncentraci umozni vysokomolekuldarnim molekuldm
snadnéjsi ,rozjezd” a tim jim zabrani, aby svou
velikosti zablokovaly poéry gelu a znesnadnily tak
vstupu a rozjezdu nizkomolekuldrnich molekul.

Separovaci gel

SDS-PAGE. Pokud separujeme proteiny v denaturované formé (nejcastéji), vyuzivdame
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techniku tzv. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), tj.
pfipravujeme gel pfidavkem SDS. PUsobenim SDS dochdzi jednak k denaturaci proteinl a
také proteiny ziskdvaji negativni ndboj, tim, Ze se navazuji na anionty SDS. Diky tomu se
pohybuji od kladného pélu k zdpornému a rychlost jejich migrace zavisi na jejich molekulové
hmotnosti. Pomoci SDS-PAGE jsou tedy proteiny separovany na zakladé jejich molekulové
hmotnosti.

Nativni-PAGE. Pokud separujeme proteiny v jejich nativni formé (méné casto), vyuzivdme
techniku tzv. Nativni-PAGE (gel pfipravujeme bez SDS). Pfi Nativni PAGE jsou proteiny
separovany na zakladé svého celkového ndboje a své hydrodynamické velikosti. Naboje
proteinu zdvisi na skladbé aminokyselin (pomérem kyselych a zdsaditych aminokyselin) a
také post-translacnich modifikaci. VétsSina proteini ma izoelektricky bod v oblasti kyselé ci
mirné zasadité a migruje smérem k zapornému pélu.

Akrylamid je neurotoxin. Prace s nim vyZaduje obezfetnost.

NANASENi VZORKU

Mnozstvi vzorkd, které se nandsi na jednu jamku (mini-gelu) by mélo obsahovat 20-40 ug
celkovych proteinl. Pro snadnéjsi nandseni se vzorky nandsi specialnimi, dlouhymi a tenkymi
Spickami.

ELEKTROFORETICKY PUFR

Jako elektroforeticky pufr se standardné vyuziva 1X Tris-glycin-SDS pufr (25 mM Tris base
190 mM glycin, 0.1% SDS, pH 8.3) pfi SDS-PAGE a 1X Tris-glycin pufr (25 mM Tris, 190 mM
glycine) pfi Nativni-PAGE.

PROTEINOVY MARKER A NANASECi KONTROLY

Proteinovy marker. Do jedné zjamek je rovnéz tfeba nanést proteinovy marker, coz je
komercné dostupnd smés proteini o zndmé velikosti. Proteinovy marker nam slouZi pro
vyhodnoceni velikosti signalll v testovanych vzorcich.

Nanaseci kontroly. V ptipadech, kdy protein potiebujeme kvantifikovat, je doporucovano
vyuziti také protilatky proti strukturdlnimu proteinu (jako je GAPDH, aktin nebo tubulin).

Exprese strukturdlnich proteini by méla byt u vSech testovanych vzork( stejna, tzn.,
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intenzita vysledného signalu pro tyto proteiny by po imunodetekci méla byt také stejna.
Pokud byly jednotlivé vzorky naneseny v rozdilném mnoistvi, nebo by doslo k
nerovnomérnému prenosu z gelu na membranu, midzZzeme za poutziti strukturalnich protein(

provést normalizaci.

ELEKTROFORETICKY PRENOS A PRENOS VZORKU Z GELU NA MEMBRANU

Pfi elektroforéze dbame podminek

, , L ELEKTROBLOTOVANI
stanovené vyrobcem elektroforetické
Negativni naboj
aparatury.
v . o Smér migrace proteind Gel
Pro prenos proteind zgelu Na v elektrickém poli
Membrana

membranu se v soucasné dobé nejvice
Pozitivni naboj
vyuzivd elektroforetického transferu,
tzv. elektroblotu, tj. pUsobeni elektrického proudu. Jako membrany jsou vyuZivany
nitrocelulosové nebo castéji polyvinylové (PVDF). Pfi pfenosu dbame podminek stanovené

vyrobcem aparatury.

ZVIDITELNENI CELKOVYCH PROTEINU

Vizualizace celkovych proteinl lze dosahnout nékolika zplsoby. Jednim z nich je barveni
proteinli pomoci Coomassie blue (0.25% Coomassie Brilliant Blue R-250 v 10% kyseliné
octové / 50% metanolu). Pomoci Coomassie blue barvime proteiny pfimo v gelu po jejich
elektroforetické separaci. Citlivost barveni pomoci Coomassie blue neni nijak velka, detekéni
limit je 0,3 — 1 ug proteinu v prouzku. Barveni pomoci Coomassie blue ukazuje Uspésnost
separace a stejné tak abundanci celkovych proteina v jednotlivych vzorcich. Coomassie blue
z(Gstava navazana na proteinech.

Druhym c¢astym zpUsobem je barveni pomoci Ponceau S neboli Ponceau S red (0.1% (w/v)
Ponceau S v 5% kyseliné octové). Barveni pomoci Ponceau S je po transferu proteind na
membranu. Barvime tedy proteiny na membrané. Barveni pomoci Ponceau S je reverzibilni a
je odstranéno pri promyvacich krocich. Vizualizaci celkovych proteinl pomoci Ponceau S
jednak vyhodnotime uéinnost transferu a jednak podobné jak s Coomassie blue ziskdame

informaci o celkovém mnoiZstvi nanesenych proteinli v jednotlivych vzorcich a poloze

p www.labguide.cz Protokol: Western blot
LAB.? Guide
Pruvodce labol

ratofi



prouzkl proteinového markerd. Citlivost barveni s Ponceau S je asi 2x silnéjsi neZ s

Coomassie blue.

BLOKOVANI NESPECIFICKEHO VAZANI PROTILATEK NA MEMBRANU

Membrany, které jsou vyuzivany pro Western blot maji obvykle vysokou afinitu k proteiniim,
tedy i k protilatkdm. Proto je tfeba zajistit to, aby se protilatky pfi inkubaci s membranou
navazovaly specificky ke svym antigenidm na vzorcich a ne celkové k povrchu membrany.
Provadi se proto tzv. blokovani membrany v blokovacich roztocich, které zaplni volnd mista
na membrané a protildtka se vdze pouze na svlj specificky antigen. Existuje Siroka skala
blokovacich roztokd, od téch, které obsahuji susené odtuénéné mléko ¢i BSA (bovinni sérum
albumin) k t&m s vysoce purifikovanymi proteiny. U&innost blokovani mGZe zaviset na
pouzité protilatce, tzn. v nékterych pripadech je tfeba Ucinnost vhodnost blokovaciho
roztoku zjistit empiricky. Nejc¢astéji jsou ovsem pouZitelné blokovaci roztoky 5% suseného
mléka ¢i 5% BSA. Obecné ovsem plati, Ze suSené mléko neni vhodné pfi detekci
fosforylovanych protein.

Blokovani membrany v blokovacim roztoku probiha obvykle 1 hod. pfi 4°C za konstantniho,
lehkého protfepavani.

PROMYVACI ROZTOKY

V priabéhu procedury je membrana s navazanymi proteiny nebo po inkubaci s protilatkami
promyvana v promyvacich roztocich. Promyvani membrdny zajisti odstranéni ¢i snizeni
pozadi, které je zpUsobené nespecifickym navazanim protilatek a zajisti tak Cistotu signalu.
Nedostate¢né promyvani ma za nasledek zvySeni nechténého pozadi, naopak pfilis intenzivni
promyvani vede ke ztraté citlivosti detekce.

Jako promyvaci roztoky jsou nejcastéji vyuzivany TBS (Tris buffered saline) nebo PBS
(phosphate buffered saline) s pfidavkem detergent( (pro snizeni nespecifického pozadi) jako
nejcastéji 0,05% Tween 20. Koncentrace detergentu muizZe byt oviem rlzna v zavislosti na
individudlnim experimentu, a muiZe se pohybovat od 0,05 % do 0,5%.Typicky, promyvaci
roztoky obsahuji i blokovaci roztok (v fedéni 1:10). Zahrnuti blokovaciho roztoku do
promyvaciho roztoku vede k zabranéni vyvazovani blokovaciho proteinu z membrany do

promyvaciho roztoku, coz opét vede k minimalizaci nespecifického pozadi.

www.labguide.cz Protokol: Western blot
LAB.? Guide
Pruvodce labol

ratofi



Co se tyce pripravy promyvacich roztokl s detergenty a zvlast s témi obsahujicimi blokovaci
roztok, je doporucovana pfiprava vidy Cerstvych roztok( pred samotnymi experimenty.
Skladovani téchto roztokd narlstad nebezpedi vzniku mikrobidlni kontaminace, kterd muze
vyraznym zpUsobem pfispét k nespecifickému pozadi.

PROTILATKY

PFislusny protein navdzany na membrané je S ety
’ signal

konjugovany enzym

d o
)
>

detekovdn pomoci primdrni protilatky. Vybér sekundami g}?
protilatka / \ e
primarni protilatky je vazan pfislusSnym antigenem a i
protllétka/ \
komeréni dostupnosti dané protilatky. ProtoZe (2 protein

primarni protilatky nelze obvykle pfimo vizualizovat, \/

membrana

je tfeba pro vizualizaci pouzit zna¢enou sekunddrni protilatku, kterd rozpoznava primarni
protilatku a vaze se na ni. Sekundarni protildtka je oznacena néjakou znackou (napf.
biotinem) nebo konjugovdna s néjakym reportérovym enzymem umoznujici vizualizaci -
napf. s peroxiddzou (HRP, z angl. horseradish peroxidase) ¢i alkalickou fosfatazou (AP, z angl.
alkalic phosphatase). Komercéné je dostupna celd Skdla sekundarnich protilatek, nicméné pfi
vybéru sekundarni protilatky musime respektovat hostitelsky organismus, ve kterém byla
pfipravena primarni protilatka. Takze napt. pokud je primarni protilatka pripravena v mysi,
sekundarni protildtka musi byt proti mysi (anti-mouse) a ziskand v jiném hostitelském

organismu nez je mys.

Inkubace s primarni protilatkou

Primarni protilatky jsou pro experimenty redény, a to nej¢astéji v rozsahu 1/100 — 1/500 000
ze zasobniho roztoku 1mg/ml. Optimalni fedéni pro dany experiment je nutné zjistit
empiricky. Inkubace s primarni protilatkou je obvykle v blokovacim roztoku, méné castéji
v PBS nebo TBS s ptidavkem 0,1% Tween 20 (roztoky PBST a TBST), pfipadné v PBST nebo
TBST s nizkou koncentraci suseného mléka nebo BSA (0,5-0,25%). Vhodnost pouziti
blokovaciho roztoku nebo PBST ¢i TBST je vhodné otestovat pro danou protilatku. Je tfeba si
uvédomit, Ze pritomnost blokovaciho agens jednak vede ke sniZzeni nespecifického pozadi,
ale na druhou stranu snizi i specificky signal.

Inkubacni cas je zavisly na vazebné schopnosti protilatky k proteinu a také mnoZstvi

proteinu. Obvykle se inkubaéni doba s primarni protilatkou pohybuje od nékolika malo hodin
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az do 18 hodin. Inkubace probiha obvykle pfi 4°C za konstantniho lehkého protiepavani. Pri
déle trvajici inkubaci je teplota 4°C podminkou pro zamezeni mikrobidlni kontaminace a tim

degradace protein(.

Inkubace se sekundarni protilatkou

Sekundarni protilatka je obvykle narfedéna v promyvacim roztoku (fedéni sekundarni
protilatky v blokovacim roztoku sice sniZuje nespecifické pozadi, ale také snizuje intenzitu
specifického signalu). Vhodné fedéni je obvykle udano v manualu od vyrobce a obvykle se
pohybuje vrozsahu od 1:1000 — 1:20 000. Inkubacni doba je 1-2 hodiny pfi 4°C za
konstantniho promichavani. Pro optimalni vysledek je obvykle zjistit vhodné fedéni
empiricky. PFilis velké fedéni vede k nizkému signalu, pfilis nizké fedéni vede k velkému
nespecifickému pozadi.

DETEKCNI SYSTEMY

V minulosti se pro detekci hojné vyuzZivaly radioizotopy, nicméné v soucasné dobé jiz
vyuzivany nejsou a detekce je zaloZena nej€astéji na enzymatickych reakcich a také
fluorescenci. Pro enzymatickou detekci je nejcastéji vyuzivan systém na zdkladé alkalické
fosfatdzy (alkaline phosphatase, AP) nebo kfenové peroxidazy (horseradish peroxidase,
HRP). Hojné je vyuZivany chemiluminiscenéni systém, kdy enzym reaguje s dodanym
chemiluminiscenénim substratem a preménuje jej na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje
vyzarenim kvanta svétla a vznikda tak chemiluminiscenéni signal. Mnozstvi signalu je poté
umérné mnozstvi navazaného enzymu, které je pfimo Uumérné mnozstvi detekovaného
proteinu. Uvoliované svétlo je pak detekovano pouzitim CCD-kamerou. Obdobné je

vyuZzivana kolorimetrickd reakce.
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