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Princip:

Pro separaci proteinli se nejCastéji vyuziva gelova elektroforéza, nejcastéji je to SDS-PAGE (SDS
polyacrylamide gel electrophoresis). Vlivem SDS jsou proteiny denaturovany, ziskavaji zaporny naboj a
cestuji tak v elektrickém poli od zaporného pdlu ke kladnému. P¥i elektroforéze jsou proteiny déleny
podle své hmotnosti (udava se v kDa). Malé proteiny cestuji akrylamidovym gelem rychleji, proteiny o
velké molekulové hmotnosti se pohybuji smérem k anodé pomaleji. Nékdy je vyuZivana nativni-PAGE,
kdy jsou proteiny separovany na zakladé svého naboje.

Separované proteiny jsou pfeneseny na membranu. Pfitomnost daného proteinu je na membrané
detekovana pomoci protilatky, tzv. primarni, vi¢i tomuto proteinu. Primarni protildtka se navazuje na
protein a v dalS$im kroku je rozpoznavana sekundarni protilatkou.

Sekundarni protilatka se tedy vaze na primarni protilatku. Pfitomnost sekundarni protilatky je
detekovana fluorescencné ¢i chemiluminiscencné, a to v zavislosti na znaceni, které sekundarni
protilatka nese.

Velikost signalu je vyhodnocovana srovnanim s nanesenym proteinovym markerem, coZ je komeréné
dostupna smés proteinli o znamé velikosti.
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Obrazek 1 Western blot

Uplatnéni metody:

Otiskové metody se pouzivaji predevsim pro prenos molekul DNA, RNA, proteinl a glykoprotein( po
jejich predchazejici separaci elektroforézou nebo izoelektrickou fokusaci na gelovych nosicich a
umoZziuji tak prikaz nékolika specifickych antigen(l v jednom vzorku najednou (jakousi fenotypizaci
vzorku a tim i jedince, od kterého byl ziskan).
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Uskali metody:

Vyznamnym omezenim pouZziti Western blotu je fakt, Ze se proteiny denaturuji. Metoda ma i dalsi
nevyhody — je casové ndrocna. Oproti dalsim metodam spotiebuje velké mnoZstvi vzorku a
automatizace je slozitéjsi nez v pripadé dalSich metod. Tato metoda je i finanéné narocna.

Pristrojové vybaveni: gelova elektroforéza

Odbér a transport: Pro odbér vzorku pro western blot se pouZivaji stejné metody jako pro serologicka
vySetfeni. Nejcastéji vySetfujeme krevni sérum, ale je mozné pouzit i jiné biologické materialy (sputum,
mod, sliny, likvor). Krev se odebird do zkumavky s protisrazecim pripravkem (EDTA naptiklad). Odbér
krve se provadi pomoci vakuového systému, ta ve zkumavce koaguluje. Poté nasleduje mechanické
oddéleni krevniho koagula od stény zkumavky. Tim se zvysi retrakce koagula. Nad krevnim koagulem
se vyloucilo krevni sérum. To se nasledné prenese do Cisté zkumavky.

Obrdzek 2 Gelovd Elektroforéza
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