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" A
Mi Is az a Western -blot?

m Immunanalitikai médszer, fehérjék jelenlétének
Kimutatasara

® Immunanalitika elve= immunvalasz
mechanizmusa= antigén-antitest
KOlcsOnhatason alapszik, minden antitest csak
egy specifikus antig énnel tud kapcsolodni.

Antigén= minden olyan anyag, ami az el6
szervezetbe bejutva immunvalaszt valt ki (idegen)

Antitest= ellenanyag, az antigén hatasara
termelédnek
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Western -blot technika
kivitelez ése

m 1. lepés: mintaeldkészitées

m 2. |épés: gelelektroforézis

m 3. |épes: transzfer (blottolas)

m 4. lepés: blokkolas

m 5. [épés: megjeldlés
Egylépéses eljaras
Ketlepeses eljaras

m 6. |épées: detektalas
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1. lepés: mintael6készites

m Minta eredete: szovet/ sejtkultira

m 1. mechanikai roncsolasnak vetik ala pl.,
homogenizator.

m 2. megfelel 6 detergens , NaCl es puffer
alkalmazasa seqiti a sejtek lizisét.

m 3. szeparacioval elvalasztjak a kilénb6z6
sejtalkotokat pl., centrifugalassal.

m 4. kinyerik a feh eérjet



2. |épés: gelelektroforézis

Protein Blot on SDS Polvacrvlamide
MNMitrocellulose TGel Electrophoresis

L.abel ~writh Specific
Antibodss Detect Antibods

Feveals Protein
of Interest



2. |épés: gelelektroforézis

m A minta feh erjéit gélelektroforéezisen
elvalasztjak egym astol :
1D: molekulatomeg alapjan

2D: izoelektromos pont és molekulatdbmeg
alapjan (nagyobb felbontoképesseqg)




3. Iépés: transzfer (blottolas

Frotein Blot on SDS Polvacrvlamide
MNitrocellulose Gel Electrophoresis

Liabel with Specific
Aatibodyy Dretect Antibhody

Feveals Protein
of Interest



3. Iépes: transzfer (blottolas)

m A szeparalt feh érjeket nitrocelluloz
membranra vagy PVDF-re viszik .

m A membrannak feherje koto részei
vannak, melyek nem specifikusak
minden fehérjét azonos valoszintseggel
kotnek, hidrofob és elektromos
kblcsbnhatasok reveén.
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4. lépés: blokkolas

m A membrant blokkoljak, hogy
megakad alyozzak a nem -specifikus
fehérje k 6lcs onhatasokat a membran
és az antitest feh érjéek k 6zaott.

m Ezt Ugy oldjak meg, hogy a membrant
blokkolo pufferbe helyezik bele
(membran szérum albumin, detergensek
stb.)



5. lépés: megjeldlés

FProtein Blot on SD»S Polvacrylamide
Mitrocellulose Gel Electrophoresis

Liabel with Specific
Aantibodys Dretect Antibodsys

REeveals Protein
of Interest
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5. lépés: megjeldlés

m JeloOlés torténhet egy illetve két lepésben:
Keétlépéses eljaras : egy elsédleges és egy
masodlagos antitestre van szikseg.

» Els6dleges antitestekkel valo inkubalas, amely felismeri a
vizsgalt fehérjét a membranon és kot hozza.

s Mosas —nem kotédaottek eltavolitasa-.
m Jelzett masodlagos antitesttel val6 inkubalas, amely kotddik
az elsédleges antitesthez.
Egylépéses eljaras : el6z6h6z hasonlo, annyi
elteréssel, hogy csak egy antitestre van szlkseg,
mely felismeri a vizsgalando fehérjét és tartalmaz
detektalhato reszt is.
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5. lépés: megjeldlés

GenScript
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Detaection
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6. [épés: detektalas

Protein Elot on SDS Polyvacryvlamide
MNitrocellulose Gel Electrophoresis

Liabel with Specific
Antibody Detect Antibodsy

MI{E

Feveals Protein
of Interest
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6. [épés: detektalas

m Miutan a nem kotott antitestek kimosodtak, a
Western -blot azon feh érjéi, melyek a jelolt
antitestekhez kot odtek, kimutathatok

m Mddja: jeldles fliggd

radioaktivan jeldlt: réntgen-filmet kdzvetlentl a
Western blotra helyezve, azon sotét helyeket kepez,
amelyek tokéletesen egybeesnek a vizsgalt fehérje
savjaival

fluoreszcensen jel6lt: antitestet féennyel gerjeszteni
lehet, és az emisszio detektalhato
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Western -blot technika
alkalmaz asa

m fehérje expressziojanak merése
m mindséqi ellendrzés

m orvosdiagnosztika (HIV tesztek, Kerge
marha kor, Lyme-kor)

m kutatas
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