Immunoblot: fehérjék blottolasa (Western blot) és kimutatasa antitestekkel

Az immunoblot eljarasok a fehérjék gélelektroforézissel torténd elvalasztasanak
hatékonysagat az immunazonositds érzékenységével egyesitik. Az immunoblot az antigén
szamos jellemzdjének meghatarozasat lehetové teszi, pl. alkalmas az antigén jelenlétének
igazoldsara, mennyiségi meghatarozasara, relativ molekulatomegének és a sejtbdl torténd
extrakcié hatékonysaganak megallapitasara. Az utdobbi immunoblot vizsgalatok kiillondsen
jelentdsek azokban az esetekben, amikor az antigén rosszul oldédik, konnyen degradalodik,
jelolése nehéz, ezért immunprecipitacioval nehezen izoldlhatd. Az immunoblot az
immunkicsapassal is kombinalhato, ami viszonylag kis koncentracidoban eléforduld antigének
kimutatasat, ill. az antigének kozotti kolcsonhatasok (fehérje-fehérje kolcsonhatasok)
vizsgalatat is lehetdvé teszi. Az immunoblot szintén alkalmas arra, hogy kiilonb6z6 mintakban
1évé poliklonalis antiszérumokban vizsgéaljuk az antitestek jelenlétét, mennyiségét és
specificitasat, valamint az antitestek szérumbol valo affinitas tisztitasat is lehetové teszi. Az
immunoblot kisérleti 1épései a kovetkezok: (1) az antigént tartalmazé minta elokészitése:
teljesen vagy részlegesen tisztitott fehérje preparatum, gyakran azonban az antigént sejt- vagy
szovetkivonat tartalmazza, ezeket az antigént tartalmazé mintakat a gél-elektroforézishez
hasznalt minta pufferben oldva forraldssal denaturdljdk; (2) a mintdban 1évd fehérjék
elvalasztasa torténhet SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel, izoelektromos fokuszalassal,
vagy az elObbi két eljaras kombinalasaval, kétdimenzios gélelektroforézissel,;
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Fehérjék elvalasztasa immunoblothoz (Western blot): (a) a fehérjék molekulatomege (M,) szerint SDS-
poliakrilamid gél-elektroforézissel; (b) a feherjék izoelektromos pontja (pl) szerint pH gradiens mentén;
(c) izoelektromos pont szerint az elsé dimenzioban, majd molekulatomeg szerint a masodik dimenzioban,
kétdimenzios gél-elektroforezissel torténik;
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A blottolo berendezés sémdja



(3) az elvélasztott fehérjek atvitele a gélr6l membranra (nitrocelluléz vagy
polivinildifluorid alapu): ez altalaban a gél €s a membran direkt érintkezésével az alabbi dbran
lathat6 transzferald berendezésben torténik, amelyet pufferbe meritve a fehérjék membranra
val6 atjutasa elektromos térerd hatasara

(4) a membran nem-specifikus kotéhelyeinek telitése indifferens fehérjével (pl. szaraz
turista tejpor, marhaszérum albumin) a membran tovabbi fehérjékkel torténd nem-specifikus
kapcsolatanak elkertilésére; (5) antitesttel torténd feliilrétegzés, amelynek soran kialakulhatnak
specifikus antigén-antitest komplexek; (6) az antigén-antitest komplexek kimutatasa: ez
altaldban enzimmel jelzett mdsodik antitesttel torténik, ami kemilumineszcenciat (ezért
rontgenfilmen rogzithetd) vagy szinvaltozast (csapadékot) hoz létre az antigén-antitest
komplex kialakulasanak a helyén.
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Az antigén-antitest kélcsonhatas kimutatasa Western blottal: (a) az antigént is tartalmazo, elvalasztott
fehérje keverék a membranon; (b) membran a szabad kétohelyek inert fehérjével torténd blokkoldsa
utan, (c) az antigén-antitest komplex képzddése a membranon a primer antitesttel; (d) a primer antitest
kétodésenek kimutatasa torma peroxidazzal kapcsolt szekunder antitesttel; (e) az antigén-antitest
kélcsonhatas helyének lokalizdcioja fényérzekeny filmen a peroxidaz dltal katalizalt reakcioban
kialakulo kemilumineszcencia segitségével

Az immunoblot eljaras sikere fligg az antitest antigént felismerd készségétol is. A
nagy felbontasu gél-elektroforézis soran az antigén denaturadldédhat, ezért csak az antigén
denaturacié rezisztens epitopjai képesek kolcsonhatiasba 1épni az antitesttel. A legtobb
poliklondlis antiszérumban megtalalhatok olyan antitestek, amelyek képesek a fenti
keresztreakcidkra, azonban eléfordulhat, hogy monoklondlis antitestek esetén nem minden
esetben kapunk keresztreakciot.

Az immunoblot kimutatéasi érzékenysége a detektalasi eljaras fliggvénye, a legtobb
modszer esetén ez a hatar kb. 20 femtomol antigén mennyiség. Példaul egy 50 000 dalton
molekulatdomegl fehérjére ez megkdzelitdleg 1 ng fehérje mennyiséget jelent. Mivel a gélekre
felvihet6 fehérje mennyiség altalaban behatarolt, az antigén nem detektalhato, ha a mennyisége
1 ng alatt van.



