Jak ,chytit” proteiny?

Pripravili jsme pro Vas reportaz z Laboratore biologie pylu, ve které se dozvite,
jak se detekuji proteiny. Jedna se o analytickou techniku zvanou Western blot.
Nejprve jsou proteiny rozdéleny pomoci elektroforézy podle velikosti, dale
jsou preneseny z gelu na povrch membrany a nasledné detekovany
specifickymi protilatkami. Celou reportazi nas provedla Bozena Klodova.
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Na obrazku jsou zachyceny casti SDS-PAGE elektroforézy, ktera v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
(dodecylsiran sodny) rozdéluje proteiny podle velikosti (presnéji molekuldrni hmotnosti).



Sklicka se musi uchytit do drzaku.



Sestavena elektroforéza se zaCne plnit rozdélovacim akrylamidovym gelem, ktery polymerizuje
(,tvrdne”) v prostredi bez pritomnosti kysliku. Proto ho po naliti musime prevrstvit isobutanolem a
pocCkat cca 20 minut, nez gel ztuhne. V tomto gelu se pozdéji proteiny rozdéli podle své velikosti.




Vzorky proteind byly ziskdny z poupat rostlin. Nejprve byla poupata mechanicky rozdrcena a pak byly
proteiny ze smési vytazeny pomoci specialniho pufru. Protoze rostlina obsahuje hodné zelenych barviy, je i
vysledny proteinovy extrakt zeleny. Extrakt se pred nanesenim na gel musi smichat s SDS pufrem, ktery
proteiny rozbali a doda jim zaporny naboj.




Pomodci jehly se odsaje vrstva isobutanolu, aby se rozdélovaci gel mohl prevrstvit gelem zaostrovacim.




Zaostrovaci gel se nanese na ,,ztuhlou” vrstvu gelu rozdélovaciho a umisti se do néj hfebinek, ktery vytvori jamky
pro vzorky. Ukolem zaostrovaciho gelu je dostat vSechny nanesené proteiny na jednu ,startovni ¢aru“, aby se
dostaly do rozdélovaciho gelu ve stejny okamzik.




Sklicka s gelem se umisti do elektroforetické vany a zaliji se pufrem (obsahujicim Tris, glycin a SDS), ktery slouzi jako elektrolyt.




Do jamek se pomoci pipety nanesou pripravené vzorky a marker. Ten nam umozni sledovat pribéh
elektroforézy a také urcit velikosti nasich izolovanych proteind.




Po naneseni vzork( se elektroforéza zapoiji ke zdroji elektrického napéti, diky kterému putuji proteiny (zaporné nabité

pomoci SDS) smérem doll (ke kladné nabité anodé). Nejprve se dostanou na jednu linii v zaostfovacim gelu a pak, na

zdkladé své velikosti, se proteiny v rozdélovacim gelu pohybuji rizné rychle, mensi proteiny pronikaji v gelu snadnéji
(dostanou se nejvice dola).



Zhruba po hodiné se proteiny rozdéli. Na obrdzku vlevo na gelu mlzete vidét marker, ktery
se rozdélil podle velikosti svych proteinu.




Na snimku je zachycena nitrocelulézova membrana, na kterou budou pomoci blotovaciho zafizeni preneseny proteiny z gelu.
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Na snimku je zachycené blotovaci zafizeni, na které je tfeba nejprve naskladat kousky filtracniho papiru namoceného v
transferovém pufru. Ten je na bazi methanolu, ktery pomaha prestupu proteinli na membranu a také brani krouceni gelu.



Na namocené filtraCni papiry se polozi gel se vzorky a membrana.



Nakonec vznikne na blotovacim zafizeni ,,sendvic“, kde uprostred je gel s membranou a na
krajich jsou namocené filtracni papiry.
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Blotovaci zafizeni se zapoji a pomoci elektrického proudu dojde k prenosu protein( z gelu na membranu.




Membrana, na kterou byly uspésné preneseny proteiny i marker z gelu. Marker opét vidite vlevo.




Nakonec je treba detekovat vybrany protein pomoci specifické protilatky. Aby se zabranilo nespecifickému vazani protilatky,
zaléva se nejprve membrana odtu¢nénym mlékem, které také obsahuje proteiny (predevsim kasein). Mléko se navaze na
vSechna nespecificka mista a tim je zablokuje. Poté se protilatka vaze specificky na protein, ktery ma rozpoznavat.




Navazana protilatka na zkoumaném proteinu se detekuje nékolika zpUsoby. V nasem pripadé jsme pouzili chemickou reakci, po
které se protilatka navdzana na protein zbarvi do tmavé modré/hnédé. Tenky prouzek tedy dokazuje pritomnost naseho
vybraného proteinu v poupatech experimentalnich rostlin. Kdyz ho porovname s proteinovym markerem, zjistime, ze jeho
velikost je cca 55 kDa. Touto metodou dokazeme detekovat jakykoliv protein nejen z rostlinnych pletiv, ale tfeba i z lidskych tkani.



