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Biaika powstate na matrycy mRNA sa osta-
tecznym produktem ekspresji genow, a ana-
liza ekspresji biatek stanowi jedna z pod-
stawowych metod biologii molekularnej. W celu
przeprowadzenia analizy bialek stosuje si¢ elek-
troforeze, podczas ktorej czasteczki biatka, obar-
czone okre$lonym ladunkiem, migruja w polu
elektrycznym. W polowie lat szescdziesiatych
ubieglego stulecia zostala opracowana metoda
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-
PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate polyacryla-
mide gel electrophoresis), ktora pozwala na roz-
dzial biatek zgodnie z ich tadunkiem, wielko$cia
1 ksztattem. Aby zidentyfikowa¢ okreslone
biatko, zawarte w mieszaninie innych bialek, sto-
suje si¢ metodg western-blot.

Hybrydyzacja western-blot, okreslana
rowniez jako immuno-blotting, jest procedura,
w ktorej rozne rodzaje biatek sa rozdzielane przy
wykorzystaniu elektroforezy SDS-PAGE i prze-
noszone na trwata ,,podstawg”, jaka jest mem-
brana. Nastgpnie, poprzez inkubacj¢ tej mem-
brany ze specyficznym przeciwciatem pierwszo-
rzedowym, nastepuje identyfikacja poszukiwa-
nego bialtka.

Metoda ta, z uwagi na jej czuto$¢ i do-
ktadno$¢, znalazla szerokie zastosowanie w ilo-
sciowej analizie biatek. Pozwala jednoczesnie na
uzyskanie informacji na temat rodzaju, wielko$ci
biatka oraz poziomu jego ekspresji - danych tych
nie mozna uzyska¢ przy uzyciu innych, alterna-
tywnych technik (Wu i in., 2004).

Standardowa hybrydyzacja western-blot
sktada si¢ z czterech etapow:

e rozdzial bialek przy wykorzystaniu
elektroforezy SDS-PAGE,

o transfer bialek z Zelu na membrang,

e inkubacja membrany ze specyficznym
przeciwciatem,

o detekcja biatek na membranie.

Rozdzial  bialek  przy
elektroforezy SDS-PAGE

Aby rozdzieli¢ biatka na podstawie roz-
nic w ich cigzarze czasteczkowym nalezy prze-
prowadzi¢ elektroforeze w zelu poliakryloami-
dowym, w warunkach denaturujacych, w obec-
nos$ci siarczanu dodecylu sodu (SDS) i p-mer-
kaptoetanolu.

Siarczan dodecylu sodu, SDS, jest silnym,
anionowym detergentem zbudowanym z hydro-
filowej ,.glowy” oraz dhlugiego hydrofobowego
»ogona” (CH;3-(CH,);,-SO4-Na"). Detergent SDS
przytacza si¢ do hydrofobowych obszaréw
czasteczki biatka i powoduje jej ,,rozkrecenie” do
struktury tancucha polipeptydowego. W rezul-
tacie, pojedyncze czasteczki biatek zawieszone sa
swobodnie w roztworze SDS. Ponadto, f-
merkaptoetanol stosowany w tej procedurze jest
zwiazkiem o silnych wlasciwoséciach reduku-
jacych, przecina on mostki dwusiarczkowe (S-S)
migdzy biatkami. W trakcie elektroforezy SDS-
PAGE aniony SDS nie tylko denaturuja biatko,
ale réwniez oplaszczaja polipeptydy w proporcji
1,4 pg SDS/1 pg biatka. W rezultacie, kazda
czasteczka biatka wiaze duza liczbg ujemnie
natadowanych czasteczek SDS, ktére pokonuja
wynikajacy ze sktadu aminokwasowego natywny
fadunek bialka. Bez tego etapu elektroforeza
biatek nie bylaby mozliwa. W polu elektrycznym
ujemnie naladowane biatka migruja w kierunku
dodatniej elektrody.

wykorzystaniu
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W celu wzmocnienia rozdzialu biatek sto-
suje sie Zele poliakryloamidowe. Zel poliakryloami-
dowy (PAA) uzyskuje si¢ poprzez wspolna polime-
ryzacje akryloamidu i N,N’-metylenobisakrylo-
amidu (bisakryloamidu), od ilosci tego ostatniego
zalezy usieciowanie zelu. Mechanizm polimeryzacji
katalizowany jest przez wolne rodniki, ktérych zro-
dfem jest nadsiarczan amonu, a ich uwalnianie przy-
spiesza dodatek N,N,N’,N’-Tetramethylethylene-
diaminy (TEMED). Stezenie zelu PAA decyduje
o rozdziale bialek. Wedlug ogdlnie przyjetej za-
sady, im wigksze biatko chcemy oznaczyé¢, tym
nizsze stezenie zelu powinno by¢ uzyte. Ma to
decydujace znaczenie dla odczytu ostrosci praz-
kéw uzyskiwanych przy detekcji biatka. W trak-
cie elektroforezy SDS-PAGE biatka o matej ma-
sie czasteczkowej migruja szybciej w porowna-
niu do biatek o duzej masie czasteczkowej. Roz-
dzial prowadzi si¢ w zelu skladajacym si¢
z dwoch czesci, dolnej - tzw. zel rozdzielajacy
i gornej - tzw. zel zageszczajacy. Zele roznia sie
migdzy soba gestoscia oraz odczynem pH.
Biatka, w buforze o niskim przewodnictwie (lo-
ading buffer) nalozone w cze¢sci zageszczajacej
zelu, ulegaja skoncentrowaniu na skutek obu-
stronnego kontaktu z buforami o wysokim prze-
wodnictwie, tj. w buforze elektrodowym oraz
w buforze w zelu zageszczajacym. Biatka ule-
gaja zaggszezeniu w waskim regionie, powyzej
granicy z zelem rozdzielajacym. Dzigki takiemu
umiejscowieniu mozliwy jest nastepnie efek-
tywny rozdzial biatlek w czgéci rozdzielajacej
zelu (Wu i in., 2004; Szalata i in., 2004; Kyhse-
Anderson, 1984; Towbin i in., 1979).

Transfer bialek z Zelu na membrang
Przeniesienie biatka z Zelu na membraneg
nastepuje w drodze elektrotransferu. Odbywa sig
to w ten sposob, ze ujemnie natadowane bialka,
migrujac w kierunku dodatniej elektrody, zostaja
zatrzymane na membranie umieszczonej miedzy
zelem a anoda. Biatka, w postaci prazkow znaj-
dujacych si¢ na réznych poziomach, sa precyzyj-
nie przeniesione na membrang dajac lustrzany
obraz rozdzielonych w Zelu polipeptydow.
Transfer bialek z Zelu na membrang
mozna wykona¢ przy uzyciu kilku metod. Naj-
prostsza z nich jest dyfuzja, inne metody to
transfer w warunkach prézniowych i elektro-
transfer. Transfer w warunkach prozniowych
(vacuum blotting) wykonywany jest przy uzyciu

niskiego cisnienia od 200 do 400 Pa. Transfer
trwa maksymalnie do 1 godz., a uzyskane prazki
cechuja sig¢ wigksza ostroscia oraz rozdzielczo-
§cia niz przy wykorzystaniu innych technik
transferu. Pomimo tych zalet blottingu préznio-
wego, obecnie najczgSciej stosowana technika
jest elektrotransfer. Zaleta tej formy transferu
jest szybko$¢, co znacznie redukuje dyfuzjg sa-
mych bialek i pozwala na uzyskanie bardziej
czytelnego obrazu po immunodetekcji. Elektro-
transfer mozna przeprowadzi¢ dwoma sposo-
bami: jako elektrotransfer mokry, gdy ,.kanapke
transferowa” zamoczymy w buforze do transferu,
lub elektrotransfer potmokry, gdy ,kanapka
transferowa” umieszczona jest pomigdzy bibu-
fami nasgczonymi buforem (Wu i in., 2004;
Kyhse-Anderson, 1984; Towbin i in., 1979).

Jako membrang w elektrotransferze naj-
czgsciej stosuje sig¢ aktywowany nylon (PVDF,
polivinylidene fluoride), mozna stosowac rowniez
nitroceluloze. Nitroceluloza jest tania, ma jednak
pewne wady: jest stosunkowo krucha, zwlaszcza
gdy jest sucha, a bialka nie wiaza si¢ znia
kowalencyjnie. Natomiast PVDF ma bardzo dobra
wytrzymato$¢ mechaniczna, umozliwia wiazanie
duzej liczby biatek, a sygnatl uzyskany w trakcie
detekcji jest mocniejszy, przy rownoczesnym
ograniczeniu tla (Wu 1 in, 2004; Kyhse-
Anderson, 1984; Towbin i in., 1979).

Inkubacja membrany ze specyficznym prze-
ciwcialem

Western-blot wymaga stosowania specy-
ficznych przeciwcial, ktore shuza jako sondy.
Specyficznos¢ 1 aktywno$é przeciwcial to klu-
czowe, lecz i newralgiczne warunki sukcesu
metody. Przewaznie stosuje si¢ dwa rodzaje
przeciwcial: monoklonalne (mysie) i poliklo-
nalne (krolicze). Czeéciej uzywana jest surowica
z przeciwciatami poliklonalnymi. Zawiera ona
bowiem wiele przeciwcial, ktére wiazac sig
z r6znymi epitopami antygenu generuja znacz-
nie silniejszy sygnal niz mozna uzyskaé¢ przy
uzyciu przeciwcial monoklonalnych. Jednak,
uzycie surowicy z przeciwcialami poliklonal-
nymi zwigksza ryzyko powstania dodatkowych,
niespecyficznych sygnatow, gdyz do reakcji
wprowadzane sa roéwniez inne przeciwciala,
obecne w organizmie osobnika uzytego do im-
munizacji. Dlatego, z uwagi na specyficzno$¢
reakcji, lepiej jest stosowaé przeciwciala mono-
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klonalne, gdyz identyfikujac okreslony antygen
przytaczaja si¢ one tylko do jednego epitopu.
Niestety, posiadaja rowniez pewne wady, a mia-
nowicie nie reaguja ze zdenaturowanymi biat-
kami, zwykle rozpoznajac epitopy powstate
wskutek zwinigcia IlI-rzgdowej struktury bialka.
Nalezy mie¢ tez na uwadze, ze przeciwciata mo-
noklonalne moga réwniez powodowaé powsta-
wanie niespecyficznych sygnatéw poprzez od-
dzialywanie z podobnymi epitopami innych bia-
fek (Wu i in., 2004).

Detekcja bialek na membranie

Ostatnim etapem metody western-blot
jest detekcja biatek na membranie.

Przy detekcji najczesciej stosuje  sig
przeciwciata tzw. Il-rzedowe, poniewaz rozpo-
znajg one przeciwciata uzyte do reakcji wiagzania
z antygenem. Przeciwciata uzyte do reakcji
z antygenem (czyli poszukiwanym biatkiem) no-
sza nazwe przeciwciat I-rzedowych. Przeciw-
ciata II-rzedowe moga by¢ znakowane radioak-
tywnie, najczesciej jednak skoniugowane sa
z enzymem, np. z peroksydaza chrzanowa (HRP)
lub fosfataza alkaliczna (AP), co pozwala na
przeprowadzenie reakcji barwne;.

W ostatnich latach coraz czg$ciej stoso-
wana jest chemiluminescencyjna metoda detekcji
biatek. Wykorzystuje ona I- Iub II-rzedowe prze-

ciwciata skoniugowane z enzymem HRP, ktory
w reakcji z cyklicznymi diacylohydrazydami (np.
luminolem) w $rodowisku zasadowym emituje
promieniowanie. W wyniku oksydacji luminol
przechodzi w stan wzbudzenia, a powracajac do
stanu podstawowego emituje promieniowanie
swietlne. Wynik doswiadczenia zarejestrowany
zostaje na kliszy wrazliwej na niebieskie $wiatlo.
Metoda ta charakteryzuje si¢ nastgpujacymi za-
letami:

o wysoka czuto$¢ (10 razy czulsza w sto-
sunku do metod wykorzystujacych zwykte
barwniki oraz 2-5 razy czulsza w stosunku
do metod izotopowych);

e dobra rozdzielczosc¢;

e znaczna szybkos¢;

e oszczedno$¢ dzigki stosowaniu matych
ilosci przeciwciat;

e mozliwos¢ przeprowadzenia powtorzen
detekcji na tej samej membranie.

W badaniach realizowanych w Instytucie
Zootechniki, w Dziale Biotechnologii Rozrodu
Zwierzat, w ramach grantu promotorskiego (nr
2P0O6D 00728) metoda western - blot stosowana
jest do oceny ekspresji biatek apoptotycznych
w oocytach bydlecych zréznicowanych pod
wzgledem zawartosci enzymu dehydrogenazy
glokozo-6-fosforanowej (G6PD).
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Do przygotowania niniejszego opracowania wykorzy-
stano rowniez materiaty szkoleniowe oraz informacje
podawane przez producentéw sprzgtu do elektrofo-
rezy 1 transferu  Dbialek.

ANALYSIS OF GENE EXPRESSION AT THE PROTEOMIC LEVEL
USING WESTERN BLOT

Summary

Western blot analysis can detect one protein in a mixture of any number of proteins while giving
information about the size of the protein. However, this method is dependent on the use of a high-quality
antibody directed against a desired protein. The article describes the principles of western blot hybridization.
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