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1.Wstep

ransfer biatek lub kwasoéw nukleinowych na membrany porowate po prze-

prowadzeniu analizy elektroforetycznej ( okreslany najczesciej terminem

blotting) umozliwia badanie réznorodnych wiasciwosci biologicznych rozdzie-

lonych zwigzkéw. Kwasy nukleinowe sg przewaznie przenoszone z zeli aga-
rozowych na membrany metodg kapilarng, natomiast biatka sa najczesciej
przenoszone z zeli poliakrylamidowych pod wplywem pradu elektrycznego.
W zaleznosci od tego, czy przeniesieniu ulega DNA czy RNA metoda nosi
nazwe odpowiednio Southern lub northern blotting, natomiast do metody prze-
noszenia biatek stosuje sie czesto nazwe western blotting. NEizwa Southern
blotting pochodzi od nazwiska badacza, ktéry pierwszy te technike zastosowat
(1). Nazwy northern i western powstaty na zasadzie gry stéw utworzonej przez
pionierdw tych technik i okres$lajg jedynie strone geograficzng USA, z ktorej
ci naukowcy pochodzili.

Podobnie jak w transferze kwasow nukleinowych, tak i w transferze biatek
dazy sie do uzyskania wiernej repliki zelu elektroforetycznego na membranie,
ktéra to replika moze by¢ nastepnie uzyta w reakcjach ze specyficznymi son-
dami. Pierwsze préby uzyskiwania replik biatkowych zeli poliakrylamidowych
byly wykonane metodg kapilarng (2), podobnie jak w przypadku przenoszenia
DNA. Dopiero jednak zastosowanie transfem elektroforetycznego spowodowato
gwattowny rozwdj tej techniki. Wprowadzenie transferu elektroforetycznego
jest wigzane przede wszystkim z nazwiskami Towbina i wsp. (3) oraz Bumette
(4), ktéry roéwniez po raz pierwszy uzyt okreslenia western blotting. Mimo ze
nazwa western blotting nie jest najszczesliwszg nazwa techniki, jest ona tak
rozpowszechniona (rowniez w laboratoriach polskich), iz bede jej uzywat
w oryginalnej foraiie rezygnujac z utworzenia odpowiednika polskiego.
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2. Typy membran porowatych

w najwczesniejszych pracach stosowano bibute jako membrane do prze-
noszenia biatek. Bibuta byta modyfikowana najczesciej poprzez wprowadzenie
ugrupowan dwufazowych (5), tecz wkrotce okazato sie, ze membrany nitro-
cetutozowe sg znacznie wygodniejsze w uzyciu (6). Membrany nitrocetutozowe
sg produkowane przez wiele firm (m.in. Schleicher & Schuelt, Mitlipore, Bio-
Rad) i w dalszym ciggu sa najczesciej stosowane. Majg one jednak kilka wad.
Bardzo male biatka sg zatrzymywane na nitrocelulozie z dos¢ niska wydaj-
noscig (4). Nitroceluloza jest poza tym krucha, szczeg6lnie po wysuszeniu
tatwo ulega peknieciom. Wad tych nie posiadajg membrany z modyfikowanego
nylonu. Sg one produkowane przez takie firmy jak: Amersham, NEN, Boe-
hringer. Membrany nylonowe oznaczajg sie duza wytrzymatoscig, ale z kolei
ze wzgledu na tadunek elektryczny nylonu nie mozna uzywac wiekszosci po-
pularnych barwnikéw do barwienia biatek (7). Membrany te wymagajg row-
niez bardzo dlugiego blokowania (proces blokowania oméwiony zostanie
w dalszej czesci tego rozdziatu). Firma Amersham wprowadzita na rynek
membrany nitrocelulozowe na podtozu nylonowym co zdecydowanie zwiekszy-
to odpornosc nitrocelulozy na pekniecia. Innym typem sg membrany z fluorku
poliwinylidenu (PVDF). Sa one odporne na pekniecia, mozna je barwi¢ wie-
kszoscig barwnikéw biatkowych i nie wymagaja specjalnego blokowania. Je-
dyna ich wadag jest koniecznos$¢ wstepnego zwilzania metanolem. Membrana
z fluorku poliwinylidenu zostata po raz pierwszy wprowadzona przez firme
MiHipore.

3. Aparatura i bufory stosowane do elektrotransferu biatek na
mennbrany

w pierwszym okresie rozwoju blottingu stosowano aparat do elektrotran-
sferu, ktory schematycznie pokazano na rys. 1.

Naczynie o pojemnosci okoto trzech litrow wykonane ze szkla organicznego
wyposazone jest w elektrody z drutu platynowego rozmieszczone w taki spo-
s6b aby zapewni¢ rownomierne pole elektryczne. W srodku naczynia znajduje
sie ramka, w ktérej umieszcza sie zel poliakrylamidowy i membrane. Ten typ
aparatu jest w dalszym ciggu szeroko stosowany, ale coraz czesciej uzywany
jest aparat do tzw. transferu ,,potsuchego” (rys. 2). W tym aparacie uzywa
sie matej ilosci buforu; konieczny jest on jedynie do namoczenia bibuty umie-
szczonej pomiedzy dwoma ptytowymi elektrodami (8,9). Elektrody w zaleznosci
od producenta aparatu mogg by¢ wykonane z grafitu, przewodzacego tworzy-
wa plastykowego lub metalu. Czas transferu jest znacznie krétszy w aparacie
do transferu ,,pétsuchego” (1-3 godzin) niz w konwencjonalnym aparacie o du-
zej pojemnosci buforu (do kilkunastu godzin).

W przesztosci najczesciej uzywanym buforem do elektrotransferu byt bufor
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Tris-glicyna z metanolem (192 mM glieyna, 25 mM Tris, 20%][v/v] metanol).
Obecnos¢ metanolu polepsza wiazanie biatek do nitrocelulozy, zmniejsza pe-
cznienie zelu i utatwia chtodzenie. Metanol utatwia jednak odszczepienie siar-
czanu dodecylu (SDS) od biatek w przypadku transferu po elektroforezie polia-
krylamidowej w obecnosci SDS, co negatywnie wptywa na efektywnos¢ trans-
feru. Obecnie czesto stosuje sie bufor Tris-glicyna bez dodatku metanolu.
Stosowane sg réwniez bufory oparte na zwigzkach buforujacych inne niz Tris.
Nalezg do nich AMPSO, CAPSO, CAPS (produkowane m.in. przez firme Re-
search Organics, a sprzedawane przez Sigma Chemical Co.), a nawet etano-
loamina. Stosowanie pH transferu wyzszego niz jest to mozliwe w przypadku
buforéw opartych na Tris ma rowniez pozytywny wplyw na transfer biatek
z zeli poliakrylamidowych z SDS. Jesli biatko przeniesione na membrane ma

plyta obcigzajgca

elektroda plytowa

arkusze bibuty

zel
membrana

arkusze bibuty

elektroda ptytowa Rys. 2. Schemat
aparatu do elektro-

podstawa transferu ,,pétsuche-
go”

biotechnologia 1 (32) 96



132 Bogustaw Szewczyk, Krystyna Bierikowska-Szewczyk

by¢ sekwencjonowane, nie zaleca sie uzywania buforéw zawierajagcych grupy
aminowe (m.in. buforéw opartych na Tris).

Nalezy podkresli¢, ze w niektérych szczegdlnych przypadkach, np. gdy bial-
ko wytrgca sie po elucji z zelu, konieczne jest stosowanie specjalnych bufo-
row, czesto zawierajacych detergenty (7,10). Specjalne bufory sg stosowane
rowniez przy transferze biatek bardzo silnie zasadowych (11).

4. Metody sprawdzania wydajnosci transferu

Najprostszg metoda oszacowania wydajnosci transferu biatek z zetu na bto-
ne jest umieszczenie na jednej Sciezce elektroforetycznej biatkowych wzorcow
masy czasteczkowej z dotgczonymi kowalencyjnie barwnikami. Brak barwnych
wzorcow biatkowych na zelu i ich obecnos¢ na membranie wskazuje na wia-
Sciwie przeprowadzony transfer. Barwne wzorce masy czasteczkowej sg doste-
pne w handlu. Zestaw wzorcOw niebieskich jest sprzedawany m.in. przez firmy
Sigma i BRL. Firma Amersham produkuje tzw. rainbow molecular weight
standards, w ktorym to zestawie kazdy wzorzec jest innego koloru. Mozna
stosowac réwniez wzorce masy czasteczkowej z dotagczonymi barwnikami fluo-
rescencyjnymi (12). Wzorce te sg widoczne na zelu poliakiylamidowym czy
membranie dopiero po wzbudzeniu $wiattem o okre$lonej dtugosci fali. W t3mi
przypadku mozna réwniez uzyska¢ mieszanine biatek wzorcowych o réznych
barwach, np. biatka barwione: DTAF (dwuchlorotriazynyloaminofluoresceing)
sg z6hozielone: TRITC (izotiocyjanianem czterometylorodaminy) sa czerwone;
XR1TC (izotiocyjanianem 5- i 6-karboksyrodaminy) sa fioletowe.

Czasami wnioski, jakie mozemy wyciggng¢ obserwujgc przeniesione na
btone barwne wzorce masy czasteczkowej nie sa wystarczajace i konieczne
jest zabarwienie wszystkich biatek na membranie. Niektdre z barwnikow wigzg
sie z biatkami w sposob odwracalny, a zatem po sfotografowaniu petnego
profilu biatkowego na membranie, mozna usuna¢ barwnik i przystapi¢ do
reakcji z sondg. Czesto stosowany jest barwnik Ponceau S (13), czern ami-
dowa w roztworze wodnym (14) lub stabokwasnym (15). Alternatywna metoda
jest przytaczenie barwnika fluorescencyjnego po transferze (16,17,18). W tej
ostatniej metodzie biatka bezbarwne w Swietle widzialnym uwidacznia sie i fo-
tografuje w $wietle ultrafioletowym. Zadnej z metod nie zaleca sie¢ do membran
nylonowych ze wzgledu na wysokie tlo.

Czutos¢ metod barwienia odwracalnego jest dos¢ niska (okoto ! pg na pra-
zek). Przy metodzie barwienia fluorescencyjnego czuto$¢ jest wyzsza (20 -
100 ng w zaleznosci od biatka). Czesto jednak pozadana jest jeszcze wieksza
czutos¢ detekcji biatek. W tym celu opracowano szereg metod nieodwracalnego
barwienia biatek. Aby moc stosowaé takie barwienie, wykonuje sie najczesciej
transfer z zelu poliakrylamidowego, na ktérym znajdujg sie prébki naniesione
w duplikacie. Po transferze membrane przecina sie i jedng cze$¢ barwi sie
barwnikiem do biatek, natomiast drugg identyczng cze$¢ poddaje sie reakcji
z odpowiednig sondg. ROwniez tutaj przy barwieniu nieodwracalnym tylko nie-
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ktére barwniki moga by¢ uzyte do bton nylonowych. Btony PVDF moga by¢
barwione bardzo wieloma barwnikami, nieco mniejsza liczba barwnikéw moze
by¢ stosowana do bton nitrocelulozowych. Dwa najczesciej stosowane barwniki
to Coomassie brilliant blue i czern amidowa. Pierwszy z nich jest stosowany
tylko do bton PVDF (19,20), natomiast czerin amidowa w mieszaninie kwas
octowy/metanol/woda uzywa sie zaréwno do bton PVDF, jak i do nitrocelulozy.
Barwienie czernig amidowa w t)mi roztworze zwieksza znacznie czutos¢ detekcji
w poréwnaniu z barwieniem czernig amidowg w roztworze wodnym. Biatka
moga by¢ tez barwione roztworem atramentu [India ink); w tym przypadku
mozna réwniez barwi¢ btony nylonowe (21,22). Bardzo czulg metoda barwienia
biatek jest barwienie ztotem koloidalninn (19,20,23). Jest to jednak metoda
dos¢ droga i czasochtonna.

5. Zastosowanie replik zeli poliakrylannidowych

Biatka przeniesione z zelu poliakiylamidowego na membrane poddaje sie
roznym procesom w zaleznosci od celu doswiadczenia. Kilka najwazniejszych
zastosowan replik biatkowych wymienionych ponizej zostanie oméwionych do-
ktadniej. Sa to:

1) reakcja z przeciwciatami — immunoblotting,

2) etucja bialek z membrany,

3) analiza aminokwasowa i sekwencjonowanie biatek,

4) reakcja z sondami innymi niz przeciwciala.

5.1. Immunoblotting

Jest to bezwzglednie najczestsze zastosowanie replik biatkowych. Antygen
biatkowy przeniesiony na membrane zostaje poddany reakcji z przeciwciatami,
a nastepnie kompleks antygen-przeciwciato zostaje uwidoczniony na mem-
branie. Chociaz pozornie ten schemat jest do$¢ prosty, to w rzeczywistosci
proces uwidaczniania kompleksu aiilygen-przeciwciato jest skomplikowany
i istnieje caty szereg metod, ktdre pozwalajg na wykrycie antygenu w ilosciach
nanogramowych lub nawet mniejszych. Metodycznie przebieg immunoblottingu
jest nastepujacy:

1) membrana po transferze umieszczona zostaje w roztworze czynnika blo-
kujacego, ktéry wysyca miejsca wiazgce biatka na membranie, co zapobiega
niespecyficznemu wigzaniu przeciwciat na membranie. Czynnikiem blokuja-
cym jest najczesciej albumina lub mleko odttuszczone:

2) membrane umieszcza sie w roztworze przeciwciat i reakcje prowadzi sie
przewaznie okoto godziny w temperaturze pokojowej;

3) nadmiar przeciwcial odmywa sie i membrane umieszcza sie w roztworze
przeciwciat gatunkowo specyficznych, ktére potgczone sa z odpowiednim en-
zymem, barwnikiem fluorescencyjnym lub sg znakowane radioaktywnym izo-
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topem (np. jesli przeciwciata w p. 2 pochodzity od krolika to przeciwciatami
gatunkowo specyficznymi moga by¢ kozie anty-tgG krolicze). Zamiast prze-
ciwciat gatunkowo spec)dicznych mozna zamiennie stosowaé biatko A znako-
wane enzymem #tub izotopem (4). Biatko A izolowane jest z bakterii
Staphylococcus aureus i wigze sie z rejonem Fe immunoglobulin. Ten etap
immunoblottingu ma na celu wzmocnienie sygnatu i uwidocznienie kompleksu
antygen-przeciweciato;

4) nadmiar znakowanych przeciwciat gatunkowo specyficznych lub znako-
wanego biatka A odmjrwa sie przez ptukanie w odpowiednim buforze. Naste-
pnie, jesli biatko A lub przeciwciata gatunkowo specyficzne byly znakowane
izotopem, to membrane eksponuje sie wobec kliszy rentgenowskiej. Jesli byty
one powigzane z enzymem, membrane umieszcza sie w roztworze odpowied-
nich substratow, natomiast jesli przylgczony byt barwnik fluorescencyjny,
membrane wzbudza sie Swiattem o odpowiedniej dtugosci fali.

Kolejne etapy blottinpu przedstawione sg schematycznie na rys. 3. Na sche-
macie tym podany jest najprostszy wariant detekcji kompleksu antygen-prze-
ciwciato. Istnieje szereg bardziej skomplikowanych, ale jednocze$nie zapew-
niajagcych wiekszg czutos¢ metod (3, 24-34). Moztiwe jest np. wigczenie do-
datkowo ukiadu streptawidyna-biotyna; przeciwciata gatunkowo specyficzne
sa znakowane biotyna, streptawidyna jest znakowana enzymem. Niektore
z wazniejszych, klasycznych schematéw kolejnych reakcji immunoblottingu sg
podane na rys. 4, natomiast najczesciej stosowane substraty dla enzymow
uzywanych do detekcji kompleksow antygen-przeciwciata sg zamieszczone
w tab. 1.

Antygen na membranie

|

Blokowanie

Inkubacja z przeciwciatami

t

Inkubacja ze znakowanym
biatkiem A

1

Ekspozycja membrany wobec
kliszy rentgenowskiej

Rys. 3. Przykladowe przedstawienie kolejnych reakcji immunoblottingu.
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A P A-P AntyP-F

A P AP  AntyP-B Strep-E

Rys. 4. Schematy Kilku czesciej stosowanych metod detekcji komplekséw antygen — prze-
ciwciato na membranach.

A. antyprzeciwciato znakowane barwnikiem fluorescencyjnym;
B. antyprzeciwciato znakowane enzymem;
C. antyprzeciwciato potaczone z biotyng, streptawidyna znakowana enzymem;

(oznaczenia A — antygen, P — przeciwciatlo, antyP — antyprzeciwciato, F — barwnik
fluorescencyjny, E — enzym atkaticzna fosfataza lub peroksydaza, B — biotdma. Strep —
streptawidyna).
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Tabela 1
Detekcja kompleksdw antygen-przeclwclato na membranach przy uzyciu substratéw dajacych

w EFEKCIE KONCOWYM BARWNE NIEROZPUSZCZALNE PRODUKTY

Enzym Substraty Barwa produktu koncowego
alkaliczna naftylofosforan AS-TR/czerwien czerwona
fosfataza trwata RC

bromochloroindotytofosforan/btekit  brazowo-purpurowa
nitrotetrazoliowy (BCIP/NBT)

peroksydaza H202 / diaminobenzydyna brgzowa
chrzanowa (DAB)

H202 /diaminobenzydyna + granatowa

sole niklu lub kobaltu

H202 / aminoetylokarbazol czerwona

(AEG)

H202 / 4-chloro-I-naftol ciemnogranatowa

Od kilku lat prowadzone sg proby stosowania metod chemiluminescencyj-
nych do detekcji komplekséw antygen-przeciwciato (35,36,37). Czutos$¢ tych
metod jest poréwnywalna z czutoscia metod izotopowych (kitka do kilkudzie-
sieciu pikogramoéw). Dwa rodzaje substratéw, ktére pod wplywem enzymow
uzywanych do detekcji tworza produkty emitujgce promieniowanie w zakresie
widzialnym widma sg juz dos¢ czesto uzywane. Pierwszy rodzaj zostat wpro-
wadzony do sprzedazy przez firme Amersham w systemie detekcji o nazwie
ECL (38). Enzymem uczestniczagcym w reakcji jest peroksydaza chrzanowa.
Enzym ten rozkiada wode utleniona, a wolny tlen reaguje z luminalem.
W obecnosci czynnika wzmacniajacego promieniowanie obserwuje sie zaczer-
nienie kliszy w miejscach kontaktu z kompleksem antygen-przeciwciato na
membranie. System wprowadzony przez firme Tropix wykorzystuje pochodne
dioksetanowe, a przede wszystkim zwigzek przedstawiony na rys. 5 zapisy-
wany w skrécie jako AMPPD (39,40). W wyniku reakcji katalizowanej przez
alkaliczng fosfataze tworzy sie zwigzek emitujgcy swiatto o dtugosci fali okoto
500 nm. Okoto dziesieciokrotne zwiekszenie czutosci mozna uzyskac stosujac
5-chloropochodng AMPPD, zwigzek zapisywany skrotem CSPD (41).

Zastosowanie immunoblottingu jest bardzo szerokie, poczawszy od metody
badawczej pozwalajgcej na wykrycie konkretnego biatka po metody diagnho-
styczne pozwalajgce na wykrycie choréb wirusowych i bakteryjnych, niekto-
rych rodzajéw nowotworow czy nawet alergii (42-46). Miedly innymi immu-
noblotting stosuje sie do diagnostyki wimsa HfV (47,48,49). Paski nitrocelu-
lozy z rozdzielonymi antygenami wirusa HIV sg inkubowane z surowicami
pacjentéw. Wiazanie przeciwciat przez antygeny na membranie jednoznacznie
wskazuje na kontakt pacjenta z wirusem. Immunoblotting jest tu stosowany
jako metoda potwierdzajagca wyniki innych metod diagnostycznych. Oczywi-
$cie bardzo wiele innych choréb wirusowych moze by¢ diagnozowana w ten
sam sposob. Diagnostyka alergenéw opiera sie na tej samej zasadzie. Roz-
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AMPPD AMPGD OH

Rys. 5. Przemiany AMPPD i AMPGD zachodzgce pod wptywem alkalicznej fosfatazy i beta-
galaktozydazy.

dzielone elektroforetycznie alergeny (np. biatka roztoczy) przenosi sie na mem-
brane i inkubuje w roztworze surowicy pacjenta. Kompleksy alergen-IgE uwi-
dacznia sie stosujac jedng z metod wczesniej wymienionych.

5.2. Elucja biatek z membran

Ze wzgledu na doskonatg rozdzielczos¢ elektroforezy w zelu poliakrylami-
dowym w obecnoséci SDS, w bardzo wielu laboratoriach prébowano opracowac
wydajng metode elucji biatek z zelu. W ostatnich kilkunastu latach ukazato
sie co najmniej kilkadziesigt publikacji na temat elucji biatek z zelu polia-
krylamidowego (kilka czesciej stosowanych metod wymieniono w pozycjach
50-56). Zadna z metod elucji bezposrednio z zelu nie jest doskonata. Wie-
kszo$¢ z nich nie moze by¢ stosowana do elucji duzych biatek poniewaz
wydajnos¢ elucji biatek 0 masie czgsteczkowej powyzej 60 kD jest niska, jesli
stosuje sie typowy zakres procentowosci zelu poliakrylamidowego. Precyzyjne
wyciecie prazka biatkowego réwniez nie jest proste ze wzgledu na elastycznosé
zelu. W zwigzku z tymi ograniczeniami bezposredniej elucji z zelu, elucja
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biatek z replik zelu na membranaeh jest bardzo ezesto stosowana (przede
wszystkim w eelu uzyskania czystyeh biatek do immunizaeji zwierzat). Histo-
ryeznie pierwsze proby elucji biatek z membran wykonano dla replik nitro-
eelulozowyeh poniewaz wigzanie biatek z nylonem jest praktyeznie nieodwra-
ealne. Jednak takze z nitrocelulozy elucja biatek jest bardzo trudna. Anderson
(57) traktowat nitroceluloze acetonem. Ulegata ona rozpuszczeniu i z takiego
roztworu wytrgcane byty biatka. Knudsen (58) rozpuszczata membrane nitro-
celulozowg w dwumetylosulfotlenku i bezposrednio wstrzykiwata taki roztwor
krolikom w celu uzyskania przeciwciat. Parekh i wsp. (59) eluowali biatka
z nitrocelulozy niepolamymi rozpuszczalnikami organicznymi, kwasem mrow-
kowym oraz mieszaning jonowych i niejonowych detergentéw. Wydajnosci elu-
cji nie byly wysokie, ponadto zabarwienie repliki biekitemm Coomassie lub
czernig amidowg powodowato catkowite zahamowanie elucji. Wydajnos¢ elucji
w optymalnych warunkach byta odwrotnie proporcjonalna do masy czaste-
czkowej i dla duzych biatek wydajnosc elucji byta bardzo niska. Diano i wsp.
(60) zaproponowali inne podejscie do uzyskania przeciwciat skierowanych
przeciwko biatkom zwigzanym na nitrocelulozie. Po zabarwieniu membrany
prazek biatkowy wycinano i krojono na mate kawatki. Te kawatki umieszczano
w probowce z odpowiednim roztworem i rozdrabniano dalej sonifikujgc mie-
szanine. Po uzyskaniu wiasciwej konsystencji, zawiesine wstrzykiwano pod-
skérnie krélikom.

Metody izolacji biatek z nitrocelulozy nie sg jednak szeroko stosowane ze
wzgledu na niskg wydajnos¢ odzyskiwania biatka oraz mozliwos¢ trwatego
okaleczenia zwierzecia poprzez wstrzykniecie zawiesiny nitrocelulozy lub roz-
tworu nitrocelulozy w rozpuszczalnikach organicznych. Przyspieszony rozwdj
metod izolacji biatek z membran obserwuje sie po wprowadzeniu membran
z fluorku potiwinytidenu. PVDF jest odporny na dziatanie wiekszos$ci eluentow
i w zwigzku z tym etuowane biatka nie zawierajg zadnego dodatkowego sktad-
nika z membrany. Etuenty stosowane do elucji biatek z blon PVDF mozna
podzieli¢ na dwie grupy: 1) mieszaniny kwaséw z rozpuszczalnikami organi-
cznymi; 2) mieszaniny réznych detergentow.

Mieszaniny zawarte w drugiej grupie prowadzg do lepszej wydajnosci od-
zyskania biatka z membrany. Btona PVDF po transferze biatek z zelu polia-
krylamidowego zostaje najpierw zabarwiona, najlepiej barwnikiem w roztworze
niedenaturujgcym. Dwa czesto uZsrwane barwniki to Ponceau S w 1% kwasie
octowym i czern amidowa w wodzie lub 1% kwasie octowym. Jesli czutos¢
barwienia nie jest wystarczajgca, to mozna stosowac roztwér biekitu Coomas-
sie w uktadzie rozpuszczalnikow kwas octowy/ metanol/woda, ale nalezy li-
czyC sie z mniejsza wydajnoscig elucji biatka. Przy pewnej wprawie nie ma
potrzeby barwienia btony szczegdlnie jesli ilos¢ biatka jest dos¢ duza (kilka
mikrograméw na prazek). Metoda opiera sie na obserwacji btony o$wietlonej
zwykta zaréwka tuz po zakonczeniu transferu (61). Prazki biatkowe sg wido-
czne jako biate, prawie nieprzezroczyste obszary na czesciowo przezroczystej
membranie. Biatko, ktére ma by¢ etuowane, zostaje zaznaczone otéwkiem
(nalezy uwazac, zeby nie wysuszy¢ membrany), prazek wycina sie i umieszcza
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w buforze lub wodzie, gdzie przechow}rwany jest do momentu elucji biatka
z blony.

Po wyeieciu prazka lub prazkéw biatkowyeh przystepuje sie do elucji.
W tym celu kawatek btony, na ktdrej znajduje sie biatko, umieszcza sie w pro-
bowce Eppendorfa, zalewa sie go malg iloscig roztworu eluujacego i delikatnie
miesza przez kilkanascie minut. Nastepnie usuwa sie supernatant i w zalez-
nosci od eluentu biatko jest wytrgcane lub lotny eluent zostaje odparowany.
Wydajnos¢ odzyskiwania biatka z membrany PVDF zostata najdoktadniej prze-
badana przez Simpsona i wsp. (62). Podsumowanie wynikéw tych badan za-
warto w tab. 2. Uktad do elucji zawierajacy 2% (w/v) SDS i 1% (w/v) Triton
X-100, a zatem mieszanine jonowego i niejonowego detergentu w buforze
stabozasadowym (14,63) prowadzi do najwyzszej wydajnosci odzyskania bial-
ka z membrany PVDF.

Tabela 2
WYI5AINOSC1 ODZYSKIWANIA BIALEK Z BLONY PVDF*

Odzysk biatka w (%)

Eluent
BSA  Owalbumina “~\nhydraza

weglanowa
2% SDS / 1% Triton X-100 64,6 69,2 74,5
2% SDS / 1% Triton X-100 / 0.1% DTT 73,1 74,1 78,0
2% SDS / 1% Tween 20 60,9 59,7 71,3
2% SDS / 1% Lubrol 55,7 57,6 72,8
2% SDS / 1% Brij-35 56,6 56,0 73,4
70% propanol / 5% TFA 44,0 23,2 45,1
70% propanol /5% TFA / 0,1% DTI' 47,1 29,7 37,8
20% acetonitiyl / 2% SDS 15,3 12,5 11,8

Stezenia podano w % wi/v.
*przy opracowywaniu tabeli wykorzystano wyniki Simpsona i wsp. (62).

Oprocz eluentéw wymienionych przez Simpsona i wsp. (62), istnieje ukiad
do elucji, ktory daje bardzo dobre wyniki i moze by¢ uzyty w pH zblizonym
do 7 (64). Jest to mieszanina 7M chlorowodorku guanidyny i 0,5% (w/v)
lizolecytyny (lizofosfatydylocholiny). Zaletg tego ukiadu do elucji jest mozli-
wo$¢ odzyskania czesciowo aktywnosci enzymatycznej po dializie roztworu
eluowanego biatka.

Przy analizie wynikéw elucji nalezy bra¢ pod uwage to, ze na ostateczna
wydajnos¢ elucji sktadaja sie dwa procesy: 1) wiasciwa elucja biatka z mem-
brany, 2) wyodrebnienie biatka z eluatu. O ite pierwszy proces jest bardzo
wydajny, jesli uzywa sie mieszaniny detergentu jonowego i niejonowego, to
drugi, ktdorym jest najczesciej wytracenie biatka, moze prowadzi¢ do duzych
strat. Wil:racenie biatka jest przeprowadzane najczesciej przez dodanie ace-
tonu do prébki. Hydrofobowos$¢ i wietko$¢ biatka moze odgrywac istotng role
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pr wytrgcaniu. Biatka hydrofobowe sg stabo wytrgcane, natomiast biatka
0 duzej masie ezgsteezkowej sg wytrgcane przez rozpuszczalniki organiczne
lepiej niz biatka mate o podobnych witasciwosciach. Réwniez pH odgrywa role
przy wytrgeaniu bialek rozpuszezalnikami organicznymi. Im wartos¢ pH jest
blizsza wartosci pl biatka, tym wytrgcanie jest efektywniejsze.

Woytracone biatka sg najezesciej uzywane do immunizacji zwierzat. Jesli
dodaje sie adjuwantu Freunda do roztworu biatka i z tych sktadnikéw spo-
rzgdza sie emulsje o konsystencji zalecanej do szezepienia, to przewaznie
kilkanaseie do kilkudziesieciu mikrogramow biatka wystarcza do uzyskania
przeciwciat. Jednak ilo$¢ ta jest tylko wskaznikiem, poniewaz czasami, szcze-
go6lnie dla matych biatek, obserwuje sie wyijatki od tej reguty. Jezeli napotyka
sie na trudnosci w uzyskaniu przeciwciat mimo wstrzykniecia duzej ilosci
immunogenu, to czesto mozna uzyskaé pozytywny wynik sprzegajac polipep-
tyd z obojetnym noénikiem biatkowym (65). Najczesciej do sprzegania poti-
peptydu z nosnikiem stosuje sie aldehyd glutarowy lub karbodwuimidy.

5.3. Analiza aminokwasowa i sekwencjonowanie biatek

Rozwéj technik mikrosekwencjonowania biatek stat sie mozliwy zaréwno
dzieki ulepszeniom aparaturowym jak i ulepszeniom sposobéw przygotowania
prébek biatkowyeh. Metoda wysokorozdzielczej ehromatografii cieczowej
(HPLC) jest czesto stosowang technika oczyszczania bialek przed sekwen-
cjonowaniem, ale czasami rozdzielczos¢ tej metody nie jest wystarezajaca.
Z kolei elektroelucja biatek z zelu poliakrylamidowego z SDS prowadzi czesto
do blokowania N-konca oraz do wymycia niebiatkowych sktadnikéw, ktore
przeszkadzajg w kolejnych etapach degradacji Edmana i analizy aminokwa-
sow. Od kilkunastu lat prébowano stosowac przed sekwencjonowaniem rozne
membrany uzywane do wykonywania replik biatkowych w celu wyeliminowa-
nia wad bezposredniej elucji z zelu poliakrylamidowego. Membrany nitrocelu-
lozowe i nylonowe sg jednak chemicznie niestabilne i dopiero wprowadzenie
membran z modyfikowanego wiékna szklanego (66) pozwolito na zastosowanie
replik biatkowych na membranach do sekwencjonowania. Metoda ta jest dos¢
skomplikowana, a rezultaty sekwenejonowania biatek izolowanych z widkna
szklanego nie zawsze byly zadowalajgce. Zastosowanie Immobilonu P przy
sekwencjonowaniu (67) wyeliminowato wszystkie opisane trudnosci i obecnie
repliki na btonach PVDF sa najczesciej stosowang metoda przygotowania
probki homogennego preparatu biatka do sekwenejonowania. Membrany te
moga by¢ uzyte do sekwenejonowania in situ od korica NH2-, do analizy
aminokwasowej oraz do okreslania sekwencji wewnetrznych w biatku. Ilos¢
biatka potrzebna do tego typu analiz zmienia sie znacznie w zaleznosci od
membrany, strategii sekwencjonowania i hydrofobowosci biatka, ale przewaz-
nie sg to ilosei pikomolowe.

Kolejne etapy przygotowania probki biatkowej do sekwencjonowania przed-
stawione sg na rys. 6. Zostang one omoéwione w dalszej czesci tego rozdziatu.
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Préobka
i
SDS-PAGE
Sekwencjonowanie Transfer na btone
N-korca PVDF, wybarwienie biatek,

wyeieeie prazka

Reakcja na btonie z CNBr

Etucja peptyddéw z membrany

Trawienie enzymami
SDS-PAGE proteolitycznymi
\ (e.g. Lys-C tub GHu-C)

Transfer na btone PVDF,
wybarwienie peptydow,
wyciecie pragzkéw

Sekwencjonowanie peptydow

Rys. 6. Przygotowanie biatka i peptydéw wchodzacych w jego sktad w celu uzyskania se-
kwencji aminokwasow.

5,3.1. Warunki elektroforezy i transferu biatek przeznaczonych
do mikrosekwencjonowania

Najczesciej biatka sg rozdzielane metoda elektroforezy poliakrylamidowej
w obecnosci SDS, ale czasami stosuje sie réwniez zele z mocznikiem lub
elektroforeze dwukierunkowsa. Poniewaz degradacja Edmana wymaga wolnej
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koncowej grupy aminowej, w zwigzku z tym warunki elektroforezy muszg by¢
takie, aby nie zaszta modyfikacja grup N-terminalnych tancucha polipeptydo-
wego. Konieczne jest stosowanie najwyzszej jakosci wody, SDS, akiylamidu
i soli. Przeprowadza sie tez czesto preelektroforeze przez 2-6 godzin dodajac
0,1M tioglikolanu sodu do gérnego zbiornika elektrodowego.

5.3.2. Przeniesienie biatek na btone PVDF

Biatka rozdzielone w zelu przenosi sie na btone PVDF, najczesciej stosujgc
metode transferu mokrego. Jako bufor transferowy stosuje sie 10 mM CAPS
(kwas 3-[cykloheksyloamino]-I-propanosutfonowy), pH 11 zawierajacy 10%
metanol i 0,1 mM tioglikolan. Jesli ten bufor nie jest dostepny, mozna sto-
sowaé klasyczny bufor Tris-glicyna z dodatkiem tioglikolanu, ale po transferze
trzeba kilkukrotnie przemy¢ membrane wodg destylowang w celu usuniecia
zwigzkOw zawierajgcych grupy aminowe. Czesto stosuje sie membrany o wy-
sokiej pojemnosci biatkowej, jak np. Immobilon P"9, ktdére moga zwiazaé kil-
kukrotnie wiecej biatka niz wczesniejszy odpowiednik Immobilon P. Membra-
ne barwi sie nastepnie biekitem Coomassie (0,1% w 50% metanolu + 2%
kwas octowy), czernig amidowg (0,1% w 50% metanolu + 1% kwas octowy).
Jesli nie jest wymagana wysoka czuto$¢, membrane mozna barwi¢ odwraeat-
nie 0,2% Ponceau S w 1% kwasie octowym. Po wybarwieniu zadany prazek
wycina sie nozyczkami lub skalpelem i poddaje sie go sekwencjonowaniu.

5.3.3. Sekwencjonowanie nienaruszonego biatka od N-konca

Biatka przeniesione na btone PVDF, jesli nie maja zablokowanego N-kohca,
mogg by¢ analizowane w sekwenatorach Applied Biosystems, Inc. lub Beck-
man/Porton Instruments. Dla biatek duzych (ponad 50 kDa) rzadko udaje
sie uzyska¢ sekwencje wiecej niz 25 reszt aminokwasowych przy ilosciach
biatka rzedu kitkudziesieciu pikomoli. Dla matych biatek (15-20 kDa) przy
tych samych ilosciach biatka, mozna nawet uzyskaé¢ sekwencje ponad 60
reszt aminokwasowych (68).

Bardzo czesto nawet w warunkach naturalnych N-koniec biatka jest za-
blokowany. Priry niewielkich ilosciach biatka (5-50 pikomoli) metody odblo-
kowania N-konca nie sg wydajne. W takich przypadkach oraz przy wiekszych
biatkach, w pierwszym etapie nalezy przeprowadzi¢ kontrolowang degradacje
tancucha peptydowego przed dalszg analiza sekwencji.

5.3.4. Otrzymywanie krétkich peptydéw poprzez kontrolowang
degradacje tancucha biatkowego

Istnieje wiele metod kontrolowanej degradacji taricucha peptydowego. Nie-
ktore z wazniejszych modyfikacji przygotowania peptyddéw do sekwencjono-
wania podane sg w pozycjach (69-75). Najczesciej jednak do degradacji tan-
cucha stosuje sie bromocyjan (CNBr) i 2-(2'-nitrofenylo-sulfenylo)- 3-metylo-
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3’-bromoindol (BNPS-skatol). Pierwszy z nich powoduje hydrolize taricucha
przy metioninie, drugi przy tiyptofanie. W jednym i drugim przypadku de-
gradacje tancucha prowadzi sie na membranie PVDF (76,77). Po reakcji trwa-
jacej od 16 do 24 godzin w przypadku CNBr i 1 godzine w przypadku BNPS-
skatolu, peptydy eluuje sie najczesciej mieszaning kwasu tréjfluorooctowego
i izopropanolu (78) lub mieszaning detergentow (14,62). Po elucji peptydy
nanosi sie na zel SDS-PAGE o wysokiej procentowosci akrylamidu (ponad
15% lub zel gradientowy), przeprowadza sie elektroforeze, a nastepnie transfer
na btone PVDF. Replike barwi sie blekitem Coomassie lub czernig amidowa,
prazki peptydéw wycina sie i poddaje analizie w sekwenatorze.

Czasami biatko zawiera mato reszt metioniny i tiyptofanu; konieczne sg
zatem dodatkowe ciecia duzych peptydéw. Czesto stosuje sie w tym celu
enzymy proteolityczne Lys-C i Gtu-C, ktére przecinajg tancuch peptydowy
odpowiednio przy lizynie i kwasie glutaminowym (68,79). Reakcje te prowadzi
sie w roztworze, w ktérym znajduje sie duzy peptyd wyizolowany z membrany
PVDF wedtug poprzednich procedur po usunieciu eluentéw. Po reakcji enzy-
matycznej trwajacej 2-16 godzin, prébke nanosi sie na zet SDS-PAGE, prze-
prowadza elektroforeze, wykonuje replike na btonie PVDF, po zabarwieniu
wycina prazki i peptydy poddaje sie sekwencjonowaniu.

5.3.5. Hydroliza biatka na membranie | analiza sktadu aminokwasowego

Membrana PVDF jest bardzo odporna na dziatanie kwasow i zasad,
w zwigzku z tym mozna hydrotizowa¢ biatka bezposrednio na membranie
(80,81,82). Aby uzyska¢ catkowitg hydrotize biatka stosuje sie najczesciej in-
kubacje w 6N HCI/7% kwas tioglikotowy. Skiad aminokwasowy uzyskany po
hydrolizie na membranie nie rézni sie praktycznie od sktadu aminokwasowego
uzyskanego bardziej tradycyjnymi metodami.

5.5.4. Reakcje z sondami innymi niz przeciwciata

Immunoblotting jest bez watpienia najbardziej rozpowszechnionym zasto-
sowaniem replik biatkowych Zeli poliakrylamidowych. Jednak juz od poczatku
stosowania transferu prébowano rozszerzy¢ zastosowanie tej metody do re-
akcji z innymi sondami. W odrdznieniu od immunoblottingu, reakcje replik
biatkowych z innymi sondami niz przeciwciata, okresla sie najczesciej termi-
nem ligand-blotting. Ugandami wiazacymi sie z biatkami na replice zelu moga
by¢ bardzo rézne zwigzki chemiczne. Do najczesciej stosowanych naleza kwa-
sy nukleinowe (DNA lub RNA), lektyny, hormony czy tez czynniki wzrostu.
Wykrywanie biatek wigzacych sie z okrestonymi sekwencjami DNA jest bardzo
szeroko stosowane (83-86). Ta technika czasami nosi nazwe zwyczajowg
southwestern blotting. Nie rézni sie ona specjalnie od immunoblottingu, ale
czasami stosuje sie pewne modyfikacje utatwiajgce wigzanie i zwiekszajgce
specyficznos¢ reakcji. Czesto sg to modyfikacje dotyczgce samej elektroforezy
zelowej, a nie transferu. Miedzy innymi mozna usung¢ odczynnik redukujacy
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Z buforu, w ktérym przygotowywane sa probki oraz obnizy¢ stezenie SDS. Po
transferze i zablokowaniu miejsc niespecyficznie wiazacych biatko (mlekiem
odttuszczonym, albuming krwi bydlecej lub innym czynnikiem blokujacym),
membrane inkubuje sie z sondag DNA lub FIMA znakowang najczesciej fosfo-
rem radioaktywnym przez kilkanascie minut do kilku godzin. Nastepnie od-
mywa sie nadmiar niezwigzanej sondy buforem o do$¢ wysokiej sile jonowej.
Site jonowa buforu wyznacza sie empirycznie. Musi ona by¢ na tyle wysoka
aby ogranicly¢ maksymalnie niespecyficzne wigzanie DNA-biatko. W ostatnim
etapie membrane eksponuje sie wobec kliszy rentgenowskiej w celu uwido-
cznienia prazkéw biatkowych, ktére zwigzaly radioaktywng sonde.

Metoda southwestern musi by¢ stosowana z duzg ostroznoscia. Poza wymie-
nionymi wczesniej $srodkami ograniczajac3nni niespecyficzne wigzania, mozna
stosowac¢ jako kontrole negatywne odcinki DNA homologiczne do DNA sondy,
ale posiadajace tak zmienione krétkie sekwencje w tancuchu, ze nie jest mozliwe
wigzanie z biatkiem (88). Czesto do roztwona, w ktorym inkubowana jest mem-
brana, dodaje sie nadmiar obcego DNA aby wyeliminowac przypadkowe wigzania.

Lektyny to biatka wigzace sie selektywnie z tancuchami cukrowymi gliko-
protein. Mozna je stosowa¢ do wykrywania gtikoprotein na membranach
(32,89,90). Olbrzymia réznorodnos$¢ obecnie dostepnych lektyn pozwala na
bardzo szerokie zastosowanie analityczne tej metody. Oddziatywania miedzy
glikoproteinami a lektynami sg na tyle silne, ze zasadniczo mozna stosowac
bez wiekszych zmian metodyke uzywang przy immunoblottingu. Lektyna moze
by¢ znakowana przy uzyciu radioizotopéw lub tez mozna stosowaé metode
posredniag detekcji, np. uzywajac przeciwcial antylektyna ze zwiagzang fosfa-
tazg lub peroksydaza. Uzyskane w ten sposdb wyniki pozwalaja na okreslenie
potaczen miedzycukrowych w tancuchach oligosacharydowych gtikoprotein.

Badanie stabszych oddziatywan miedzybiatkowych typu receptor-ligand
wymaga czesto mods3frkacji klasycznej metody immunoblottingu. Na membra-
nie zwigzany jest najczesciej receptor przeniesiony na btone z zelu poliakryla-
midowego (91,92,93). Aby reakcja z ligandem mogta zaj$¢, receptor powinien
by¢ prlynajmniej czesciowo zrenaturowany. Zniszczenie mostkow dwusiarcz-
kowych prowadzi przewaznie do utraty wiasciwosci receptorowych. Dlatego
zaleca sie prowadzenie elektroforezy poliakiylamidowej w nieobecnosci czyn-
nikow redukujacych (94). Nie jest to jednak reguta absolutna, gdyz niekiedy,
jak np. w przypadku receptora biatka aktywujgcego plazminogen (t-PA) czy
biatka wigzgcego plazminogen, redukcja przed elektroforezg nie zmienia wia-
sciwosci receptorowych (95). Czasami warunki elektroforezy musza byé na
tyle tagodne, ze rezygnuje sie ze stosowania siarczanu dodecylu w buforach
elektrodowych, a bufor do prébek zamiast soli sodowej siarczanu dodecylu
zawiera tagodniejszy detergent — sdl litowg siarczanu dodecylu. Procedura
blokowania membrany i inkubacji z ligandem nie zawsze jest taka sama.
Przy blokowaniu nalezy zwrdci¢ uwage, zeby czynnik blokujacy (np. mleko)
nie zawierat liganda w swoim sktadzie. Inkubacja musi przebiega¢ w roztworze
o skiadzie optymalnym do wigzania liganda. Stezenie soli, pH roztworu czy
obecnos¢ innych zwigzkéw muszg by¢ zoptymalizowane dla kazdego uktadu
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receptor-ligand i nie mozna tutaj poda¢ zadnego uniwersalnego roztworu do
inkubacji. Najprostszg metoda detekeji kompleksow jest autoradiografia, ale
w tym przypadku konieczne jest znakowanie liganda radioizotopem. Aby tego
unikna¢, najczesciej stosuje sie ligandy znakowane biotyng, a nastepnie prze-
prowadza sie reakcje z awidyng lub streptawidyna potaczong z enzymem (fo-
sfatazg lub peroksydazg). Mozna réwniez uzy¢ przeciwciat antyligand i pro-
wadzi¢ dalsze reakcje jak w klasycznym immunoblottingu.

Wigzanie receptor-ligand na membranach moze dawaé czasami nie w petni
zadowalajgce wyniki. Mimo stosowania warunkéw zapewniajgcych minimalne
zniszczenie struktury reeeptora, niekiedy nawet podczas tagodnej elektrofo-
rezy i transferu zmiany struktury biatka sg na tyle znaczace, ze wigzanie nie
zachodzi. Odnosi sie to przede wszystkim do uktadéw, gdzie oddziatywania
miedzy dwoma komponentami komplekséw sg stosunkowo stabe. Zdarza sie
rowniez, ze do utworzenia kompleksu receptor-ligand konieczne jest oddzia-
tywanie Kkitku czgsteczek receptora, co oczywiscie jest utrudnione po zwigza-
niu receptora na membranie.

5.5. Inne zastosowania transferu na membrany

Omowione w poprzednich podrozdziatach zastosowania replik zeli biatko-
wych nie wyczerpujg wszystkich mozliwosci jakie daje technika transferu.
Jednym z prostych zastosowan replik na btonach jest autoradiografia biatek
rozdzielonych w zelach. Przeniesienie biatek na membrane powoduje co naj-
mniej kilkukrotne skrécenie czasu ekspozycji wobec kliszy rentgenowskiej
w poréwnaniu z wysuszonym zelem poliakrylamidowym. Prazki biatkowe sg
poza tym bardziej wyrazne, poniewaz przy barwieniu i suszeniu zelu polia-
krylamidowego nastepuje rozmywanie prazkéw. Przeniesienie na membrane
przed autoradiografig jest szczegélnie wazne w przypadkach, gdy ilo$¢ radio-
izotopu wigczonego do biatek jest niewietka.

W pewnych szczegoéinych przypadkach mozna odzyskiwaé aktywnos¢é eni™-
matyczng biatek rozdzielonych metoda elektroforetyczng i przeniesionych na
membrane (96-101). Metody stosowane do renaturacji biatek sg bardzo r6zne
i tytko niektére z bialek mozna zrenaturowa¢ w mierzalnym stopniu. Jest to
jednak technika, ktéra zaczyna powoli zyskiwa¢ na znaczeniu ze wzgledu na
wysoka rozdzielczo$¢ SDS-PAGE i prostote technik elektroforetycznych. Jesli
biatko ma by¢ renaturowane po transferze, to powinno ono zosta¢ zdenatu-
rowane w jak najmniejszym stopniu we wcze$niejszych etapach. Podobnie
jak przy badaniu oddziatywan receptor-ligand we wstepnych etapach elektro-
forezy nie zaleca sie stosowania czynnikéw redukujacych mogacych zniszczy¢
wiagzania dwusiarczkowe. Rowniez zastosowanie soli litowej zamiast soli so-
dowej siarczanu dodecylu przy elektroforezie czesto zmniejsza stopienn dena-
turacji biatka. Zamiast gotowania probki przed naniesieniem na elektroforeze,
korzystniej jest stosowac tagodniejsze warunki (30-50°C) po zmieszaniu prébki
z buforem lizujagcym. Transfer po etektroforezie powinien by¢ réwniez maksy-
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malnie lagodny, a zatem bez zadnych czynnikéw denaturujgcych w buforze
do transferu i w temperaturze okoto 4°C. Jesti biatka majg by¢ etuowane z
membrany przed renaturacjg konieczne jest stosowanie bardzo tagodnej me-
tody elucji. Dos¢ wydajng etucje biatek z Immobilonu P uzyskiwano stosujac
tytko 1% Triton X-100 w pH 9,0 jako eluent. Ten tagodny niejonowy detergent
nie powoduje denaturacji biatek, a wrecz utatwia renaturacje. Jednak jest to
eluent, ktory czasami daje negatywne wyniki. Spowodowane jest to réznicami
w skladzie poszczegdlnych partii Immobilonu P. Przed przystgpieniem do elu-
cji whasciwego biatka, nalezy sprawdzi¢ dla wzorcowych biatek czy dana partia
Immobilonu P nadaje sie do elucji roztworem Tritonu X-100. Etucje mozna
prowadzi¢ réwniez przy uzyciu eluentu 7M chlorowodorek guanidyny/0,5%
tizotecytyna. Po elucji biatko renaturowane jest w trakcie kilkustopniowej dializy.
Oprocz reakcji z tektynami na btonach, glikoproteiny mozna wykrywaé
wprowadzajac specyficzny znacznik na tancuchach cukrowych (102,103,104).
Obecnie najczesciej wprowadzan3nn znacznikiem w glikoproteinach jest biotyna
(105) lub digoksygenina (106). Aktywnymi pochodnymi tych zwigzkéw uzywa-
ndmii do znakowania tancuchéw cukrowych sg hydrazydy biotyny tub digo-
ksygeniny. Znakowanie gtikoprotein moze odb3rwaé sie przed elektroforezg lub
juz po transferze na btonie. Po wprowadzeniu znacznikéw dalsze etapy detekcji
to w pierwszym przypadku reakcja ze streptawidyng tub awidyng z potagczonym
enzymem (fosfatazg badZ peroksydaza) lub w drugim przypadku reakcja z prze-
ciwciatami antydigoksygenina zwigzan3rmi z fosfataza lub peroksydaza.
Prawdopodobnie niedtugo repliki na membranach bedag szeroko stosowane
nie tytko do sekwencjonowania biatek, ale rowniez do sekwencjonowania tan-
cuchéw cukrowych w glikoproteinach. Jak na razie repliki na membranach
sg stosowane przede wszystkim do analizy skiadu cukrowego (107,108,109),
ale jest prawie pewne, ze w przysztosci ich zastosowanie zostanie rozszerzone.
Poniewaz do uzyskania sekwencji tancuchéw cukrowych potrzeba kilkaset mi-
krogramow glikoproteiny, w zwigzku z tym ze wzgledu na ograniczona poje-
mno$¢ membrany wstepnym etapem powinna by¢ elucja glikoproteiny z kilku
lub kilkunastu replik aby uzyska¢ odpowiednig ilo$¢ glikoproteiny do analizy.

6. Podsumowanie

Od czasu wprowadzenia transferu na membrany w 1979 r. obserwujemy
bardzo szybki rozwdj tej techniki, ktéry mozna poréwnac¢ do roliwoju elektro-
forezy biatek w zelach poliakrylamidowych. Towbin i wsp. (3) stali sie klasy-
kami biologii molekularnej cytowanymi Kilkaset razy rocznie, podobnie jak
Laemmli (110), pionier elektroforezy biatek w zelach poliakrylamidowych
w obecnosci siarczanu dodecylu. Stato sie to mozliwe, poniewaz technika
transferu biatek wypetnita luke w zastosowaniach elektroforezy poliakrylami-
dowej, ktdra wprawdzie zapewniata doskonatg rozdzielczo$¢, ale ograniczata
dostepnosc¢ biatka do dalszych analiz. Rozszerzenie zastosowania transferu
biatek wigze sie rowniez z wprowadzeniem membran nitrocelulozowych w kon-
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CU lat siedemdziesigtych, a nastepnie membran z fluorku poliwinylidenu
(PVDF) w roku 1986. Te ostatnie membrany pozwolity na zastosowanie trans-
feru do sekwencjonowania i elucji biatek, co znacznie zwiekszyto uzytecznosé
transferu na btony. Rozwoj technik transferu potrwa jeszcze co najmniej kilka
lat. Coraz wieksza role beda odgrywaty metody chemiluminescencyjne detekcji
poniewaz wyeliminujg one uzycie radioizotopow. Sekwencjonowanie oligosa-
chaiydéw, ciagle jeszcze niedoskonate, moze zosta¢ znacznie usprawnione
dzieki technice transferu, tak jak to miato miejsce przy sekwencjonowaniu
biatek. Nalezy réwniez oczekiwaé dalszego rozwoju metod renaturacji biatek
przeniesionych na btony oraz, co jest z tym zwigzane, rozwoju techniki Ili-
gand-blotting czyli badania oddziatywan pomiedzy réznymi, funkcjonatnie
zwigzanymi biatkami.
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Application of transfer onto PVDF and nitrocellulose membranes in
the purification and structural analyses of proteins

Summary

Replicas of SDS-PAGE gels widen the range of application of electrophoresis to the studies
of diverse biological properties of proteins as well as to the elucidation of their structures. Most
often proteins are transferred to membranes made of poldrvinylidene difluoride (PVDF) or nitro-
cellulose. Usually, a “semi-dry” blotting apparatus is used for electrophoretic transfer. SDS-PAGE
gel replicas are used for the studies of these biological properties which cannot be studied
directly on polyacrylamide gels. The major applications of this technique is in the immunoblotting
which allows for the antigen-antibody reaction on the membrane. This reaction, after necessary
amplification, is visualized with a variety of reagents. Protein microsequencing is another im-
portant application of SDS-PAGE gel replicas. In this case, a replica is stained with a general
protein stain, and a band of interest is excised and used to obtain partial or complete amino
acid sequence in an automatic sequencer.

Key words:
protein transfer, SDS-PAGE, PVDF membranes, immunoblotting, ptotein sequencing.
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