1. Priprava gelu

sloZeni aparatury

Western blotting

hustotu gelu volit podle velikosti protein(

priprava rozdélovaciho gelu:

10% 12%
pocet gell 1 2 4 1 2 4
objem 6 ml 12 ml 24 ml 6 ml 12 ml 24 ml
40% akrylamid 1,5 ml 3ml 6 ml 1,8 ml 3,6 ml 7,2 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,6) 1,5 ml 3ml 6 ml 1,5 ml 3ml 6 ml
H,0 2,94 ml 5,88 ml 10,6 ml 2,64 ml 5,28 ml | 10,56 ml
10% SDS 60 pl 120 pl 240 pl 60 pl 120 pl 140 pl
10% APS 20,28 ul | 4056l | 81,12l | 20,28l | 40,56 pl | 81,12 pl
TEMED 5,25 pl 10,5 ul 21 pl 5,25 pl 10,5 ul 21 pl
nanést asi 4,5 ml + zalit 350 pl isopropanolu
nechat zatuhnout, vylit isopropanol, vysusit
pfiprava ,stacking” gelu:
pocet gell 1 2 4
objem 2 ml 4 ml 8 mi
40% akrylamid 189 ul 378 ul 756 pl
2 M Tris-HCI (pH 6,8) 124 pl 248 pl 496 pl
H,0 1,64 ml 3,28 ml 6,56 ml
10% SDS 20 ul 40 pl 80 pl
10% APS 17 ul 34 ul 68 ul
TEMED 2 ul 4 ul 8 ul

nanést do plna (= 1,5 ml), vloZit hfebinek

2. Priprava vzorku

Princip: obarveni (bromfenolova modf), zahusténi (glycerol) a denaturace vzorku (SDS, teplota).

vzorky smichat s loadovaci barvou (5x SDS Loading Buffer)

do predehtatého bloku: 70 °C/5 min.




3. Elektroforéza — SDS-PAGE

Princip: déleni protein( dle molekulové hmotnosti v elektrickém poli v polyakrylamidovém gelu

s pridavkem SDS.

e slozit aparaturu a zalit 1x Running bufferem

e nanést ladder (4 pl)

e vzorky — mnozstvi vzorku zdlezi na koncentraci proteinu, do jamky max. 50 pl
e spustit elektroforézu: 180V/ = 70 min (podle hustoty gelu a velikosti proteint)

e po skonceni elektroforézy: vylit pufr a skla oplachnout vodou

4. Semi-dry transfer
Princip: pfenos proteinti na membranu.

e PVDF membrana — aktivovat v methanolu x nitrocelulézova membrana — bez aktivace
e predvlhcit v 1x Transfer bufferu: membranu, 2 filtracni papiry, 1 tenky filtracni papir

e Transfer buffer - recyklovat

e ofezdani gelu na velikost membrany, prenos tenkym filtr. papirem

e slozit sandwich, vytlacit bubliny, navlh¢it Transfer bufferem

Transfer buffer
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e volba programu — dle poctu gel( a velikosti transferovanych protein(

5. Pfiprava membrany

Princip: obarveni membrany k vizualizaci proteind, zablokovani nespecifickych vazebnych mist

membrany.

e pripravit si blokovaci roztok (5% BSA v 1x TBST nebo 5% mléko v TBST)

e promyt membranuv 1x TBST



e obarvit membranu v roztoku Ponceau S (barvu recyklovat)
e promyt/odbarvit membranu v 1x TBST
e ofezat membrdnu a popsat

e blokovat membranu v blokovacim roztoku min. 30 minut pfi laboratorni teploté na kyvacce

6. Vazba protilatek

Princip: vazba primarni protilatky na cilovy protein, vazba sekundarni znacené protilatky na primarni

protilatku.

e pfiprava primarni protilatky — nafedit dle doporuceni vyrobce do blokovaciho roztoku (10 ml)

e membranu stodit do zkumavky s roztokem protildtky

e inkubace pres noc pfi4 °C

e primarni protilatku recyklovat! uchovat pfi -20 °C

e promytiv 1x TBST (3 min./5 min./5 min.)

e priprava sekundarni protilatky: GAM = goat anti mouse, GAR = goat anti rabbit, nafedit
1:2000 do blokovaciho roztoku (10ml)

e narotator na 1 hod. pfi laboratorni teploté

e promyti 3 x 10 min. v 1x TBST

7. Detekce

Princip: sekundarni protilatka v konjugaci s enzymem umoziujicim vizualizaci (HRP);

kolorimetricka detekce: reakce s chromogennim substratem — pfeména rozpustného bezbarvého
substratu na nerozpustny barevny; chemiluminiscencni detekce: reakce schemiluminiscenénim
substratem — vznikd nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzarenim svételného kvanta — detekce

pouzitim CCD kamer; denzitometrické stanoveni mnoZstvi proteinu.

e kolorimetricka: pfiprava detekéniho roztoku dle navodu vyrobce (9 ml H,0 + 1 ml diluent +
0,2 ml substrate) — na kyvacce — sledovat zbarveni — zastavit reakci oplachnutim ve vodé —

vyfotit membrany

e chemiluminiscencni (ECL): pfiprava detekcniho roztoku dle ndvodu vyrobce (1 ml+ 1 ml) —

roztokem nékolikrat oplachnout membrany = membrany do folie i s roztokem — ke snimani
signalu pouZit pfistroj SYNGENE PXi4

e pouzit program pro denzitometrickou analyzu



Slozeni pufru

5x SDS Loading Sample Buffer

findIni koncentrace
2M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 ml 0,25 M
SDS lg 10%
glycerol 3ml 30%
3-merkaptoethanol 0,5 ml 5%
0,5% bromfenolovd modf 0,8 ml 0,04%
voda ad 10 ml
10x Running buffer (1 L)
(Tris-glycine SDS electrophoresis buffer)
findIni koncentrace (10x) findlni koncentrace (1x)
Tris base 30,3 g 250 mM 25 mM
glycin 144,1g 1,92 M 192 mM
SDS 10g 1% (w/v) 0,1% (w/v)
voda ad1lL
1x Running buffer (1L) 100 ml 10x buffer + 900 ml vody
10x Transfer buffer (1 L)
findIni koncentrace (10x) findlni koncentrace (1x)
Tris base 58,2¢g 480 mM 48 mM
glycin 29,3g 390 mM 39 mM
voda ad1lL

1x Transfer buffer (1L)

100 ml 10x buffer + 200 ml Met-OH + 700 ml vody




10x TBST (1 L) — uprav pH na 7,5!

finalni koncentrace (10x) finalni koncentrace (1x)

NaCl 87,66¢g 1,5M 150 mM
Tris base 12,11¢g 100 mM 10 mM
Tween-20 10 ml 1% (v/v) 0,1% (v/v)
voda adllL
1x TBST (1L) 100 ml 10x buffer + 900 ml vody
Stanovované proteiny

zdroj gel mnoz§tV| membrana blokovani

proteinu

COX-2 potkan - stfevni tkan 10% 120 pg PVDF 5% BSA/1 hod.
SOD2 potkan - stfevni tkan 12% 80 ug nitroceluléza 5% BSA/1 hod.
CAT potkan - stfevni tkan 12% 80 ug nitroceluléza 5% BSA/1 hod.




