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Princip:

Western blot je kvantitativni nebo spiSe semikvantitativni biochemickd metoda pro zpracovani
proteinl, vyvinuty v roce 1979 Harrym Towbinem a jeho kolegy. Smés protein(l je nejprve nutné
rozdélit pomoci gelové elektroforézy. Proteiny jsou separovany SDS-PAGE a nasledné preneseny na
nitrocelulézovou nebo polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu.

Barveni na membrané se provadi pomoci Ponceau S, Fast Green nebo AmidopernilO B.
Specificka detekce proteinll se provadi pouZzitim primarnich protilatek, vznikly imunokomplex se
vizualizuje vazbou znacené sekundarni protilatky nebo znaceného proteinu A ¢i G. Znaceni probiha
nejcastéji vazbou enzymu - napf. alkalické fosfatazy a peroxidazy, ale i koloidnim zlatem, radioaktivné,
luminiscencné c¢i fluorescenéné. Detekce glykoproteini se déje modifikovanou Schiffovou reakci,
alcianovou modfi, vazbou lektinl. Nékteré enzymy lze prokazat béZznou reakcéni smési, protoze pfi
blottingu ¢asto dochazi k renaturaci jiz denaturovanych bilkovin.

Uplatnéni metody:
Tato metoda je vhodna pro diagnostiku rady infekénich onemocnéni diky své vysoké specificité.

Uskali metody:

Metoda mulzZe poskytnout falesné negativni vysledek vlivem velkych protein(, které mohou
obtizné prochazet gelem pfi elektroforéze. Vysledky méreni mohou byt ovlivnhény mnoha
nepresnostmi, zplsobenymi naptiklad pridanim rliznych chemickych latek, pouZitim rliznych snimacich
zafizeni a v neposledni fadé i pouZitim jiného softwaru pro zpracovani nasnimaného obrazu. Western
blot je také omezen faktem, Ze se proteiny denaturuji. Mezi dal$i nevyhody této metody patti jeji
Casova narocnost a pocet krokl, které je tfeba udélat. Oproti dalSim metodam spotiebuje velké
mnozstvi vzorku a automatizace je slozZitéjsi nez v pripadé dalSich metod. Je nutné mit primarni
protilatku, jinak je Western blot neuskutecnitelny.

Pfistrojové vybaveni:
mikropipeta, set na elektroforézu, laboratorni kyvacka

Odbér a transport:

Western blot je mozné provést za pouziti vzorkd Cisténého proteinu. Nejbéznéji se vsak pouZivaji
tkanové nebo bunécné extrakty, které obsahuji smés rliznych protein(. V pripadé tkanovych nebo
bunécnych extraktld musi byt burnky nejprve peclivé rozruseny nebo lyZzovany, aby se uvolnily proteiny,
aniz by doslo k degradaci nebo proteolyze. Vzorky bilkovin z bunéénych extrakt(, ¢asto savcich bunék
péstovanych v bunécné kulture, se pripravuji relativné snadno. Pfiprava vzorku proteinu z tkané muize
vyzadovat jinou strategii, protoze tkan je obtiznéjsi narusit. Kromé toho typ pfipravy vzorku zavisi také
na bunécné poloze proteinu (cytoplazmaticky / rozpustny nebo vazany na membranu).
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Je v3ak tfeba poznamenat, Ze veskera pfiprava vzorku, at uz z tkané nebo bunék, musi byt provedena
co nejrychleji, pfi nizké teploté — v ledu a za poufiti chlazeného zafizeni a za poufZiti nejmirnéjsiho
mozného pufru, aby se zabranilo poskozeni nebo degradaci bilkoviny ve vzorku.
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