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WESTERN BLOT

1. PRIPRAVA ELEKTROFORETICKE APARATURY
* Saponatem a vodou se dukladné umyji skla, plastové vlozky a hiebinek, poté se dikladné

oplachnou deionizovanou/destilovanou vodou a etanolem a nechaji se uschnout.

E]Se skly se manipuluje jen v rukavicich, pficemz se skla drzi za jejich okraje. Skla nesmi byt

jakkoliv znecisténa, aby bylo zabranéno tvorbé bublin pfi nalévani gelu.

* Skla se sestavi k sobé, vlozi bocni vlozky, okraje skel se mohou olepit izolepou pro ujisténi,
Ze nedojte k vyteceni roztoku gelu. Skla se zajisti svorkami a vlozi se vertikalné do pfipravené

aparatury.

2. PRIPRAVA GELU
* Dle velikosti separovanych molekul pfipravime separovaci gel s vhodnou koncentraci.
Jednotlivé komponenty pfiddvame v uvedeném poradi, viz. tabulka. Po pfidavku TEMEDu,
roztok ihned rychle promichame a vlijeme mezi pfipravena skla. Horni okraj gelu by mél byt
1 cm od spodniho okraje hrebinku. Gel prevrstvime vrstvou vody nebo isopropanolu a
nechame polymerizovat ve vertikalni poloze asi 30 min.

E]Ph’davkem TEMEDu akrylamid zacind rychle polymerizovat.

PFevrstvenl' gelu brani difazi kysliku do gelu. Kyslik by v horni ¢asti gelu potlac¢oval

polymerizaci.

Koncentrace gelu (%) 6 8 10 12 15
Rozsah velikosti (kD) 50-200 30-95  20-80  12-60  10-43
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Separovaci gel (20 ml). Pfipravujte v uvedeném poradi.

30 % smés akrylamidu Koncentrace gelu 6 % 8% 10 % 12 % 15%
H,0 10.6 ml 9.3 ml 7.9 ml 6.6 ml 4.6 ml
30 % smés akrylamidu 4 ml 5.3 ml 6.7 ml 8 ml 10 ml
Tris (1.5 M, pH 8.8) 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml
10 % SDS* pouze pro SDS-PAGE ! 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
10 % APS* 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
TEMED** 20 pl 20 ul 20 ul 20 pl 20 ul

40 % smés akrylamidu Koncentrace gelu 6 % 8 % 10 % 12% 15%
H,O 11.6 ml 10.6 ml 9.6 ml 8.6 ml 7.1ml
40 % smés akrylamidu 3ml 4 ml 5ml 6 ml 7,5 ml
Tris (1.5 M, pH 8.8) 5ml 5ml 5ml 5 ml 5ml
10 % SDS* pouze pro SDS-PAGE ! 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
10 % APS* 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
TEMED** 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

* pred pfidanim komponenty roztok fadné promichejte.

** fadné promichejte a ihned vlijte mezi pfipravena skla a prevrstvéte izopropanolem

e Z pfipraveného gelu odstranime vrstvu izopropanolu ¢i vody. Z povrchu gelu odstranime
nezpolymerizovany akrylamid nékolikerym proplachnutim vodou. Vodu odstranime a povrch
gelu dokonale vysusime vloZzenim filtra¢niho papiru.

* Pfipravime ,stacking” gel (viz. tabulka). Jednotlivé komponenty pfiddvdme v uvedeném
poradi. Po pfidani TEMEDu, roztok rychle zamichame a vlijeme mezi skla k pfipravenému
separac¢nimu gelu. VloZzime hiebinek (dbdme na to, abychom do gelu nevtladili bubliny) a
nechdme polymerovat cca 30 min.

»Stacking” gel (typicky 5%). Pfipravujte v uvedeném poradi.

30 % smés akrylamidu

H,0 (ml) 0.68 ml 2.1 ml 3.4ml 5.5 ml 6.8 ml
30 % smés akrylamidu 0.17 ml 0.5 ml 0.83 ml 1.3 ml 1.7 ml
Tris (1.0 M, pH 6.8) 0.13 ml 0.38 ml 0.63 ml 1ml 1.25 ml
SDS (10 % roztok) * pouze pro SDS-PAGE ! 10 pl 30 pl 50 pl 80 pl 100 pl
APS (10 %) * 10 pl 30 pl 50 pl 80 pl 100 pl
TEMED** 1pl 3l 5 pl 8 pl 10 pl
40 % smés akrylamidu

H,O 0.725 ml 2.185 ml 3.645 ml 5.84 ml 6.3 ml
40 % smés akrylamidu 0.125 ml 0.375 ml 0.625 ml 1ml 1.25 ml
Tris (1.0 M, pH 6.8) 0.13 ml 0.38 ml 0.63 ml 1ml 1.25 ml
SDS (10 %) * pouze pro SDS-PAGE ! 10 [J| 30 pl 50 pl 80 pl 100 pl
APS (10 %) * 10 pl 30 pl 50 pl 80 pl 100 pl
TEMED ** 1l 3ul 5pl 8 ul 10 pl

** pfed pfidanim komponenty roztok fadné promichejte.
** fadné promichejte a ihned vlijte mezi pfipravena skla a viozte hreben.

3. PRIPRAVA VZORKU
Testovany vzorek i proteinovy marker smichame s nandsecim pufrem tak, aby celkovy objem
vzorku byl 10-15 pl. Testovany vzorek by mél obsahovat 20-40 ug celkovych protein( na

jamku.

e Pokud provadime SDS-PAGE, tj. proteiny denaturujeme, smichdme vzorky i marker
v poméru 1:1 s 2X Laemmliho pufrem (4% SDS, 10% 2-merkaptoetanol, 20% glycerol, 0.02%
bromfenolova modf, 120mM Tris-HCI, pH 6,8). Vzorky i marker zahfejeme na 100°C po dobu

3 min.
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Pokud testované proteiny jsou extrémné hydrofobni, napf. proteiny obsahujici
mnohondsobné transmembranové domény, mohou pfi zahfivani precipitovat. Aby se této

precipitaci zamezilo, je doporu¢eno denaturaci provadét pfti teploté 45-50°C po dobu 1 hod.

* Pokud provadime Nativni-PAGE smichame vzorky v poméru 1:1 s 2X nanasecim pufrem (60

mM Tris-HCl, pH 6.8, 20% glycerol, 0,02% Bromfenolové modfe).

NANESENI VZORKU NA GEL A ELEKTROFORETICKA SEPARACE

e Zgelu odstranime hrebinek. Z jamek dlkladné odmyjeme veskery nezpolymerizovany
akrylamid, a to bud proudem vody pomoci kadinky, nebo promyvanim pipetou
v jednotlivych jamkach.

Neproplachnuti jamek zplsobi nerovnou separaci protein(i v dané jamce a tim kfivé vysledné

prouzky po imunodetekci.

e Pfipraveny gel vloZzime do elektroforetické aparatury. Do horniho a spodniho zasobniku
nalijeme elektroforeticky pufr:

SDS-PAGE: 1X Tris-glycin-SDS pufr (25 mM Tris base 190 mM glycin, 0.1% SDS, pH 8.3)
Nativni-PAGE: 1X Tris-glycin pufr (25 mM Tris, 190 mM glycine)

* Pfipojime elektroforetickou aparaturu ke zdroji napéti tak, ze zaporny pél je nahore a
kladny dole. Aplikujeme napéti o 8 V/cm mezi elektrodami. Ve chvili, kdy vzorky
(bromfenolovd modf) postoupi z ,stacking” pufru do separacniho, zvySime napéti na 15

V/cm.

* Elektroforézu ukonc¢ime ve chvili, kdy se bromfenolovd modi dostane ke spodnimu okraji
gelu. Rozebereme elektroforetickou aparaturu, rozebereme skla s gelem a gel preklopime na

filtraéni papir. Pro pozdéjsi orientaci gelu, jeden roh gelu odstfihneme.
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BARVENI POMOCIi COOMASSIE BLUE

* Nejprve inkubujeme gel ve fixatnim roztoku (50% metanol, 10% ledova kyselina octovd) po
dobu 1 hodiny aZ pfes noc, za mirného protfepavani. Po prvni hodiné vyménime fixacni
roztok za Cerstvy.

* Gel barvime v barvicim roztoku (0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250), 50% metanol, 10%
ledovda kyselina octovd), za mirného protfepdvani. Barvime tak dlouho, az gel ziska barvu
barviciho roztoku.

* Gel inkubujeme v odbarvovacim roztoku (40% metanol, 10% ledova kyselina octova) tak
dlouho, dokud neni pozadi na gelu plné odbarveno a prouzky nejsou jasné viditelné.

* Gel mUZeme uchovat ve skladovacim roztoku (5% ledova kyselina octova)

PRENOS NA MEMBRANU
e Pfipravime 1X elektrotransfer pufr (100 ml 10x Electrotransfer Buffer, 200 ml metanol, 700
dH20)
10x Electrotransfer Buffer (30.3 g Tris Base, 144 g Glycin, doplnit do 1 1)
* Pfipravime prenosovou aparaturu dle instrukci vyrobce.
* Pfipravime PVDF membranu: membranu namoc¢ime do 100% methanolu na 20 sec, poté
vloZzime do dH20 na 2 min a poté do 1x Transfer pufru na 5 min.
* Provedeme transfer, obvykle pfi 35-40 V pfes noc. Pfenosovou aparaturu chladime, napf.

pomoci chladiciho gelu ¢i ji provadime v chladné mistnosti.

BARVENI POMOCi PONCEAU-S

* Membranu ponofime do roztoku Ponceau-S (0,1% Ponceau S, 1% kyselina octovd) a
nechame barvit po dobu 5 min.

* Membranu odbarvime pouzitim odbarvovaciho roztoku (1% kyselina octovd po dobu 5
min, poté odbarvime pouzitim kyselé dH20, tak aby se odbarvilo pozadi a vyjevily se prouzky
protein(.
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BLOKOVANi MEMBRANY A INKUBACE S PRIMARNI PROTILATKOU

* Membranu inkubujeme 1-3 hodiny v 1x PBS, 5% suseného, odtu¢néného mléka, 0.05%

E]Tween 20.
Membrana nesmi uschnout!!!

Membranu lze s blokovacim roztokem a nasledné i s protilatkou inkubovat v plastovém
sacku se zavarenymi ¢i zalepenymi okraji.

* Promyjeme 3 x 5 min v 1x PBS, 0.05% Tween 20.

¢ Inkubujeme s primdrni protilatkou (fedéni 1 : 1000 v 1x PBS, 5% milk,+ 0.05% Tween 20.

Inkubujeme 1 hodinu pfi 4 °C).

PROMYTi MEMBRANY A INKUBACE SE SEKUNDARNI PROTILATKOU

* Promyjeme 3 x 5 min v 1x PBS + 0.05% Tween 20 za pokojové teploty

* Inkubujeme v 1x PBS + 10% milk + 0.05% Tween 20 po dobu 10 min.

* Inkubujeme se sekunddarni protilatkou (fedéni 1 : 5000), po dobu 30 min za pokojové
teploty v 1x PBS, 5% suseného netu¢ného mléka, 0.05% Tween 20).

* Promyjeme 3 x 5 min v 1x PBS + 0.05% Tween 20 za pokojové teploty.

PROMYTi MEMBRANY A INKUBACE SE SEKUNDARNI PROTILATKOU

Detekujeme sekundarni protilatku s pouZitim pfislusného systému.
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