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Zastosowanie analizy bialek technikg ELISA i Western blot
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Application of protein analysis by ELISA and Western blot
in diagnostics and pharmacy
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Streszczenie

Do powszechnie stosowanych metod analizy biatek wykorzystywanych w badaniach diagnostycznych i poszu-
kiwaniu nowych lekow nalezg test immunoenzymatyczny ELISA i technika Western blot. Obie metody sg testami
immunochemicznymi opartymi na wigzaniu sie biatka ze specyficznym przeciwcialem, stuzacymi do analizowania
szerokiej gamy probek. Zazwyczaj w diagnostyce réznych chordb ELISA jest testem pierwszego wyboru a Western
blot stuzy do potwierdzenia pozytywnych wynikéw uzyskanych testem ELISA. Obie metody sg szeroko wykorzy-
stywane w diagnostyce choréb o podiozu wirusowym, bakteryjnym jak i nieinfekcyjnych. Artykul przedstawia
charakterystyke i poréwnanie tych dwoch metod oraz mozliwo$¢ ich wykorzystania w diagnostyce laboratoryjnej,
atakze w badaniach podstawowych z zakresu farmacji. (Farm Wspé6t 2023; 16: 247-254) doi: 10.53139/FW.20231636
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Summary

Protein analysis methods commonly used used in diagnostic and scientific research include the ELISA enzyme-
-linked immunosorbent assay and the Western blot technique. Both methods are immunochemical tests based on
the binding of a protein to a specific antibody, used to analyze a wide range of samples. Typically, in the diagnosis
of various diseases, ELISA is the first choice test and Western blot is used to confirm positive results obtained with
the ELISA test. Both methods are widely used in the diagnosis of viral, bacterial as well as non-infectious, diseases.
This paper presents the characteristics and comparison of these two methods and their possible application in
diagnostics and pharmaceutical research. (Farm Wspot 2023; 16: 247-254) doi: 10.53139/FW.20231636
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Wstep siarczanu amonu w celu oddzielenia albumin od

Oznaczanie bialek w materiale biologicznym jest globulin. Klasyczna technika rozdziatu frakcji biatko-
jednym z najbardziej podstawowych badan wykony- wych w polu elektrycznym zostata zastosowana przez
wanych wlaboratoriach diagnostycznych i naukowych. Tiseliusa w roku 1930, jednak uzycie ptynnego podloza
Biatka stanowig podstawowy makrokomponent i skomplikowanej aparatury uniemozliwialo wpro-
ustroju ludzkiego. Z tego powodu poszukiwanie metod wadzenie tej metody do badan rutynowych. Dopiero
ich identyfikacji i oceny ilo$ciowej rozpoczelo sie w latach 60. XX wieku elektroforeza stata si¢ cze$cia
w momencie poznania ich roli zaréwno w procesach oznaczen bialkowych w laboratoriach medycznych.
fizjologicznych, jak i patologicznych. Pierwsze opisy Poczatkowo jako nosnik wykorzystywano bibute,
analizy bialek siegaja roku 1878, w ktérym francuski kolejno uzywany do dzi$ octan celulozy, a nastepnie
chemik Mehu przedstawit zasade oznaczenia albumin zel agarozowy, ktory zyskat duzg popularnos¢. Duze
osocza krwi. Kolejnym etapem bylo zastosowanie mozliwos$ci analizy bialek dostarcza takze elektroforeza
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kapilarna, ktéra rozwija si¢ réwnolegle do istniejacych
technik [1]. W ramach prac badawczych sa ciagle opra-
cowywane, udoskonalane i zatwierdzane nowoczesne
metody oznaczania bialek. Szybki postep w sekwencjo-
nowaniu genomu spowodowat bowiem rozwdj badan
nad poznaniem proteomu. Pod poj¢ciem proteomu
rozumie sie zestaw biatek wystepujacych w danym
momencie w komorce, a takze informacje zwigzane ze
sposobem ich modyfikacji, funkcjonowania i oddzia-
tywania z innymi czgsteczkami. Mase czasteczkowg
biatek i tym samym ich tozsamo$¢ mozna precyzyjnie
okresli¢ wykorzystujac metode spektroskopii mas np.
MALDI. Metoda ta umozliwia obserwacje i identy-
fikacje potranslacyjnych modyfikacji biatka a takze
ich sekwencjonowanie. Badania oddzialtywan miedzy
bialkami umozliwiajg z kolei mikromacierze biatkowe
[2]. Metody te mimo Ze dostarczaja wielu cennych
informacji o biatkach nie sa dostepne we wszystkich
os$rodkach zaréwno leczniczych jak i badawczych.
Wrynika to z koniecznosci zakupu kosztownego sprzetu
a takze zatrudnienia wykwalifikowanej kadry potra-
figcej zaréwno przeprowadzi¢ analize tymi metodami
jak i zinterpretowa¢ uzyskane wyniki. Dlatego uzy-
tecznos¢ kliniczna powyzszych metod w rutynowej
diagnostyce pacjentow w laboratoriach medycznych

Rycina 1. Rodzaje testu ELISA [na podstawie 5]
Figure 1. Types of ELISA test [based on 5]
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wydaje si¢ ograniczona. Stad aktualnie najczesciej do
identyfikacji i analizy bialek stosuje si¢ rdzne odmiany
metod immunochemicznych opartych na wigzaniu sie
biatka ze specyficznym przeciwcialem. Nalezy do nich
test immunoenzymatyczny ELISA i technika Western
blot opisane w niniejszym artykule.

Test immunoenzymatyczny ELISA
Testimmunoenzymatyczny ELISA jest powszech-
nie wykorzystywany w badaniach biomedycznych
zaréwno naukowych jak i diagnostycznych w przy-
padku choréb o podlozu bakteryjnym i wirusowym,
ale takze nieinfekcyjnych. Stuzy do wykrywania
i ilo§ciowego oznaczania okreslonych antygenéw (np.
biatek osocza, antygenéw bakteryjnych, wirusowych,
pasozytniczych, hormonéw i lekéw) lub przeciwciat
w badanym materiale [2]. Do badan moze by¢ wyko-
rzystane osocze krwi, a takze inne plyny ustrojowe,
mocz, medium po hodowli komérkowej, homogenaty
tkankowe. Oparty jest na zasadzie tworzenia komplek-
séw immunologicznych migdzy antygenem a przeciw-
ciatem, ktdre uwidacznia reakcja barwna zachodzaca
dzieki potaczonym z immunoglobulinami enzymom
i odpowiadajacym im substratom. Powszechnie stoso-
wanymi enzymami w tej metodzie sg fosfataza alka-
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liczna, peroksydaza chrzanowa i $-galaktozydaza [3].
Zhistorycznego punktu widzenia metode po raz pierw-
szy opisali w 1971 roku Eva Engvall i Peter Perlmann,
wykorzystujac przeciwciala znakowane enzymem do
ilosciowego oznaczania immunoglobulin klasy IgG
[4]. Do czterech podstawowych odmian testu ELISA
naleza: bezposdrednia (ang. direct ELISA), po$rednia
(ang. indirect ELISA), kanapkowa (ang. sandwich
ELISA) oraz kompetycyjna (ang. competitive ELISA).
Odmiana kanapkowa moze posiada¢ dwa warianty
bezposredni i posredni (rycina 1).

Test bezposredni

Jest najszybsza i najprostsza metoda, ktéra polega
na oplaszczeniu plytki antygenem i dodaniu prze-
ciwciala pierwszorzedowego skierowanego przeciwko
oplaszczonemu antygenowi potaczonemu z enzymem.
Po dodaniu odpowiedniego substratu enzym katalizuje
reakcje barwna, ktdrej intensywnos¢ mierzy sie spek-
trofotometrycznie. W tej odmianie testu nie uzywamy
przeciwciat drugorzgdowych. Powoduje to, ze technika
ta jest szybka, ale niewatpliwg wadg jest niska biodo-
stepno$¢ na rynku przeciwcial znakowanych enzymem,
swoistych dla mato popularnych antygenéw. Dobrze
natomiast nadaje sie do ilo$ciowego oznaczania biatek
wczesniej wyizolowanych z materiatu biologicznego [5].

Test posredni

Posrednie testy ELISA zostaly opracowane w celu
oceny obecnoéci przeciwcial w surowicach odporno-
$ciowych [6]. W tym przypadku wykorzystuje sie dwa
rodzaje przeciwcial: pierwszorzedowe skierowane
przeciwko badanemu antygenowi oplaszczajacemu
ptytke oraz drugorzedowe skoniugowane z enzy-
mem i skierowane przeciwko pierwszorzedowemu
przeciwciatu. Znakowane przeciwciata nie muszg by¢
specyficzne wzgledem antygenu a jedynie wzgledem
pierwszorzedowego przeciwciala. Zaleta tego typu
testu jest mniejszy koszt badan oraz wigksza czulosé
w stosunku do testu bezposredniego. Jest on jednak
bardziej pracochtonny a zastosowanie dwdch rodzajow
przeciwcial moze prowadzi¢ do reakcji krzyzowych [5].

Test kanapkowy

W tym typie testu docelowy antygen jest wykry-
wany przez zakotwiczenie miedzy dwoma przeciw-
cialami, ktére rozpoznaja rézne epitopy, czyli tak
zwany system kanapkowy [7]. Pierwszym etapem jest
oplaszczenie fazy stalej warstwa przeciwciat pierwszo-
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rzedowych, nastepnie naklada sie probe badang spo-
$réd ktorej wychwytywane sg tylko te biatka przeciw
ktérym skierowane sg unieruchomione immunoglo-
buliny. W ten sposéb eliminuje sie konkurencje ozna-
czanego antygenu o miejsce wiazgace na przeciwciatach
zinnymi czgsteczkami obecnymi w badanym materiale
i uzyskuje sie wieksza specyficzno$¢ tego typu testu
[8,9]. W kolejnym etapie mozna zastosowa¢ wariant
bezposredni wykorzystujac tylko przeciwciata drugo-
rzedowe znakowane enzymem lub wariant posredni,
z dodatkowym uzyciem przeciwcial pierwszorzedo-
wych skierowanych przeciw oznaczanemu antygenowi
[9]. Ten ostatni wariant jest wykorzystywany m.in. do
wykrywania i ilo§ciowego oznaczania bialek z duza
iloscig epitopdw np. cytokin i uwazany jest za najbar-
dziej czuly i specyficzny. Nie mniej jest najbardziej
czasochlonny. Natomiast bezposredni test kanapkowy
jest najczesciej stosowany przez diagnostow ze wzgledu
na jego wysoka czulos¢ i prostot¢ wykonania [5].

Test kompetycyjny

Zostal opracowany przez Belangera w 1973 roku
w celu wykrycia ludzkiej a-fetoproteiny [7]. W tym
przypadku faze stalg oplaszcza si¢ takze przeciwcia-
tami. Réznica w poréwnaniu z pozostatymi warian-
tami testu jest wykorzystanie znakowanych antygenow,
ktére rywalizujg o miejsca wigzgce w immunoglo-
bulinach z biatkami obecnymi w prébie. Uzyskany
sygnal bedzie uzalezniony od stosunku obu rodzajéw
konkurujacych ze sobg czasteczek i bedzie tym wigkszy
im mniejsze bedzie stezenie antygenéw znajdujacych
sie w badanym materiale. Ten rodzaj testu stosowany
jest do ilo$ciowego oznaczania matych czasteczek
i znajduje zastosowanie do pomiaru m.in. st¢zenia
hormondw steroidowych, obecnosci pozostatosci lub
metabolitéw lekow, uzywek czy suplementow [8].

Western blot

Western blot znany réwniez jako immunoblot
jest zlotym standardem wérod metod dla identyfi-
kacji i oznaczania specyficznego biatka w zlozonej
mieszaninie wyekstrahowanej z komoérek lub lizatu
tkankowego [10]. Metoda zostala wprowadzona przez
Towbina i wsp. [11] w 1979 roku i od tamtej pory stala
sie powszechng technikg stosowang w laboratoriach
badawczych na calym $wiecie do immunodetekcji
i oznaczania specyficznych bialek [12].

W technice tej przed przeprowadzeniem elek-
troforezy na zelu poliakrylamidowym prébki nalezy
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zagotowac z buforem zawierajacym siarczan dodecylu
sodu (SDS) w celu denaturacji biatek. Bufor zawiera
takze odczynniki redukujace, barwnik pozwalajacy
na monitorowanie procesu oraz glicerol, ktéry nadaje
odpowiednig gestos¢ i pozwala na osadzenie sie probki
na dnie studzienki. Negatywnie naladowane kom-
pleksy biatko-SDS poruszajg sie w kierunku anody
- kompleksy o mniejszej masie czgsteczkowej migruja
szybciej. Tak rozdzielone biatka przenosi sie z zelu na
podloze state (blona nitrocelulozowa, z fluorku poli-
winylidenu (PVDF) lub nylonowa). Blona wykazuje
wiekszg odpornoé¢ na uszkodzenia mechaniczne niz
zel i umozliwia przeprowadzenie reakcji barwnych.
Transfer mozna przeprowadza¢ ,na sucho” bez buforu
do transferu wykorzystujac dwie plaskie elektrody
pomiedzy ktérymi umieszcza sie zel i blone lub ,na
mokro” wykorzystujac bufor do transferu. W tym
celu tzw. ,kanapke” zawierajaca bibule, zel, blone
i bibule umieszcza si¢ pomiedzy dwoma warstwami
gabki namoczonej w buforze do transferu i zamyka
w kasecie do transferu umieszczonej w aparacie
wypelnionym buforem. Pod wplywem przylozonego
napigcia ujemnie naladowane biatka migruja w kie-
runku elektrody dodatniej i zostajg zatrzymane na
blonie umieszczonej za zelem. Transfer zachodzi przy

Rycina 2. Etapy metody Western blot
Figure 2. Western blot technique steps
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staltym napieciu pradu, zazwyczaj 20-30V. Nastepnie
blona inkubowana jest z roztworem blokujacym nie-
specyficzne miejsca wigzania odpowiednich przeciw-
cial. W tym celu wykorzystuje si¢ najczgsciej roztwor
odttuszczonego mleka w proszku, rzadziej surowicy
bydlecej lub albuminy z dodatkiem detergentu np.
Tweenu 20. Nastepnym etapem jest inkubacja blony
z pierwszorzedowymi przeciwciatami skierowanymi
swoiscie przeciwko poszukiwanemu biatku. Sg one
gatunkowo specyficzne i pozyskuje si¢ je od zwierzat
np. myszy, koz, krolikéw. Zazwyczaj te przeciwciata nie
sa wyznakowane enzymem i konieczne jest zastosowa-
nie przeciwcial drugorzedowych (wyznakowanych),
skierowanych przeciwko przeciwciatom pierwszo-
rzedowym. Przeciwciala drugorzedowe sa najczesciej
sprzezone z enzymami np. z fosfatazg alkaliczng lub
peroksydazg chrzanowsa. W celu wizualizacji mem-
brane inkubuje si¢ z ukladem wywotujacym, ktdéry
zawiera substrat dla enzymu. Enzym przeksztalca
substrat w barwny produkt, ktérego intensywno$¢
oznacza si¢ densytometrycznie [2,13]. Etapy metody
Western blot obrazuje rycina 2.
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Zalety i wady testu ELISA i techniki
Western blot

Mimo szerokiego zastosowania zaréwno testow
ELISA jak i Western blot obok niewatpliwie wielu zalet
majg tez mankamenty. Wérdd zalet testu ELISA nalezy
wymienié: prosta i szybka procedure wykonania,
wysoka specyficzno$¢ i czulo$¢ dzieki reakeji antygen-
-przeciwciato oraz fatwos¢ wykonania - analizy moga
by¢ wykonywane jednocze$nie bez skomplikowanego
wczesniejszego przygotowania probek. Dodatkowo
jest to metoda bezpieczna i ekologiczna oraz mato
kosztowna. Wadami natomiast s3: pracochtonne
i kosztowne przygotowanie przeciwcial, wysokie
prawdopodobienstwo wynikéw fatszywie dodatnich
i yjemnych z powodu niewystarczajacego blokowania
unieruchomionego antygenu, co skutkuje fatszywymi
wynikami oraz niestabilno$¢ przeciwciala [3]. Nalezy
tez zwrdci¢ uwage na brak uniwersalnego protokotu
postepowania, ktdry sprawdzalby si¢ w badaniach
materiatu réznego pochodzenia. Dodatkowo wszystkie
czynniki majace istotne znaczenie dla prawidlowego
przebiegu testu s3 wysoce swoiste w stosunku do ozna-
czanego parametru izalezg od stosowanych reagentow,
stad wymagana jest ich optymalizacja przed kazdym
doswiadczeniem [5].

TabelaI. Poréwnanie metod ELISA i Western blot
Table I.

Z kolei technika Western blot niewatpliwie jest
ztozona i czasochlonna w poréwnaniu z testem
immunoenzymatycznym ELISA. Niemniej w niek-
torych sytuacjach jest preferowana metodg. Idealnie
nadaje si¢ do analizy zfozonych mieszanin takich jak
lizaty komorkowe. Jest wysoce specyficzna i czasami
stuzy do wykluczenia wynikéw falszywie dodatnich
i potwierdzenia pozytywnych wynikéw testu ELISA
w warunkach klinicznych. Niewatpliwg zaletg jest
generowanie wigkszej ilosci informacji o docelowym
biatku. Tabela I obrazuje zalety i ograniczenia obu
metod.

Przyktady zastosowan testu ELISA
i techniki Western blot

Testy ELISA ze wzgledu na swoje zalety sg bardzo
czesto wykorzystywane w diagnostyce wielu schorzen,
przede wszystkim o podlozu wirusowym (np. ludz-
kim wirusem uposledzenia odpornosci (ang. human
immunodeficiency virus, HIV), wirusem zapalenia
watroby (WZW) typu B i C, rotawirusami, korona-
wirusem ciezkiego ostrego zespotu oddechowego
(ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2,
SARS-COV-2) ibakteryjnym (np. bakterig Helicobacter
pylori, salmonella, gronkowcem zlocistym). Sa jednymi

Comparison of ELISA and Western blot methods

ASPEKT ELISA WESTERN BLOT
Zasada Test immunoenzymatyczny wykorzystujacy | Rozdziat elektroforetyczny biatek
specyficzne przeciwciala
Cel detekcji Rozpuszczalne biatka, antygeny Rozpuszczalne i blonowe biatka

i przeciwciata

Zakres detekcji

Niskie do wysokich stezen biatka

Niskie do srednich stezen biatka

doborze przeciwciat

Czutos¢ Wysoce czuta, mozliwa detekcja niskich Umiarkowana do wysokiej czutosci
poziomow
Specyficznos¢ Wysoka specyficznos¢ przy odpowiednim Wysoka specyficznos¢ w

przypadku specyficznych
przeciwciat

Wielkos¢ biatka

Brak informacji o wielkosci biatka

Informacja o masie czasteczkowej
biatka

Ocena ilosciowa

llosciowy pomiar stezenia biatka

Potilosciowe oznaczanie poziomow
biatek, problem z doborem
wzorcow wewnetrznych

probki

Wymagania dotyczgce | Wymagane mate objetosci probki

Wymagane stosunkowo duze
objetosci prébki

Naktad pracy

Stosunkowo szybka i mniej pracochtonna

Czasochtonna i pracochtonna

Koszt Optacalna

Kosztowna

Wymagania sprzetowe | Standardowo wyposazone laboratorium

Specjalistyczne wyposazenie np.
elektroforeza zelowa i aparat do
Western blot
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znajstarszych sposobéw diagnozowania boreliozy, cho-
roby, na ktdrg zapada coraz wiecej pacjentow. ELISA
wykorzystywany jest rowniez przy rozpoznawaniu
choréb o podiozu autoimmunologicznym, np. przy
reumatoidalnym zapaleniu stawow, czy niektérych
nowotworach. Dzigki temu testowi mozliwe jest wykry-
wanie przeciwcial na drozdzaki, amebozy, malarie
i toksoplazmoze [14].

Western blot jako metoda bardziej specyficzna
jest czesto wykorzystywany do weryfikacji wynikéw
uzyskanych testem ELISA, zwlaszcza w diagnostyce
choréb infekcyjnych.

Dotyczy to przede wszystkim infekcji wywotywa-
nych przez wirusy. Najczesciej wykorzystywany jest
przy diagnozowaniu wirusowego zapalenia watroby
typu C, opryszczki, a po uprzednim wykonaniu testu
ELISA réwniez zakazenia wirusem HIV, a takze SARS-
COV-2 [15-18]. Technika Western blot pozwala na zdia-
gnozowanie chordb pasozytniczych, w tym wagrzycy
wywotlanej obecno$cia larwy tasiemca uzbrojonego,
a takze niektdrych choréb genetycznych [19]. Publikacje
potwierdzajg wykorzystanie techniki Western blot do
wykrywania biatka dystrofiny, ktérego mutacje w genie
powoduja dystrofie miesniowa Duchenne’a i dystrofie
miesniowa Beckera [20,21]. Innym przyktadem jest nie-
dokrwisto$¢ Fanconiego, gdzie postepy w zrozumieniu
patogenezy tej choroby spowodowaly wykorzystanie
techniki Western blot do oznaczania poziomu biatek
zwigzanych z tym schorzeniem m. in. biatka grupy
dopelniajacej D2 w niedokrwisto$ci Fanconiego
(ang. Fanconi Anemia Complementation Group D2,
FANCD?2) i innych [22]. Metode t¢ wykorzystuje si¢
takze w diagnostyce hiperlizynemi spowodowane;j
defektem metabolizmu niezbednego aminokwasu
L-lizyny. W tym przypadku oznaczamy poziom syn-
tazy a-aminoadypinowo semialdehydowej (AASS)
[23]. Jednym z najpopularniejszych zastosowan testu
Western blot jest diagnostyka choréb bakteryjnych.
Nalezg do nich przede wszystkim gruzlica i borelioza
[24,25]. Wykorzystywany jest ponadto w diagnostyce
zakazenia bakterig Helicobacter pylori, ktora wywotuje
chorobe wrzodowa zoladka oraz w diagnostyce choréb
nowotworowych: m.in. krtani, watroby czy przelyku
[26]. Wykorzystujac probki pochodzace od pacjentow
z nowotworem krtani za pomocg techniki Western
blot wykazano nadekspresje biatka profiliny 1 (PFN1)
odpowiedzialnego za przerzuty tego nowotworu, tym
samym uznajac je za biomarker diagnostyczny i pro-
gnostyczny [27]. Technika Western blot okazala sie
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pomocna takze w diagnostyce nowotworu watroby
identyfikujac biatka 14-3-3 ulegajace ekspresji podczas
etapu progresji raka watrobowo-komdrkowego [28].
W przypadku nowotworu przetyku metoda ta pozwolita
na stwierdzenie nadekspresji S-transferazy glutatio-
nowej omega 1 (GSTOI), ktéra indukuje odpowiedz
immunologiczna i uznanie tego biatka za biomarker
umozliwiajacy wezesng diagnostyke tego nowotworu
[29]. Zastosowanie techniki Western blot obejmuje takze
diagnostyke chordéb autoimmunologicznych: np. tocznia
rumieniowatego ukladowego, mieszanej choroby tkanki
tacznej, twardziny ukladowej. W diagnostyce tocznia
rumieniowatego ukladowego zwigzanego z deregulacja
interleukiny 6 (IL-6) i procesu autofagii wykorzystuje
sie m.in. oznaczanie poziomu IL-6 oraz markeréw
autofagii: lekko fancuchowego biatka 3B II zwigzanego
z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein
1 light chain 3B II, LC3B-II) i biatka p62 oraz izoformy
kinazy pirogronianowej M2 (ang. pyruvate kinase iso-
form M2, PKM?2) [30,31]. Jako dwa markery oznaczane
przy mieszanej chorobie tkanki lacznej wymienia sie
przeciwciata przeciwko matej rybonukleinie (RNP)
ibiatku szoku cieplnego hsp73 [32]. Z kolei w przypadku
twardziny uktadowej technika Western blot oznacza
sie specyficzne autoprzeciwciata przeciwko biatku
fibrylarynie [33]. Western blot umozliwia detekcje roz-
nych izoform enzymoéw diagnostycznych np. choroba
Creutzfeld-Jacoba moze by¢ zdiagnozowana przez ocene
wzoru izoform biatek 14-3-3, czy roznych izoform biatek
w plynie mézgowo-rdzeniowym [34].

Obydwie techniki sg szeroko wykorzystywane
w badaniach naukowych m.in. z obszaru farmacji.
Poniewaz wiele farmakologicznych punktéw uchwytu
stanowig biatkowe elementy komorkowej sieci prze-
kazywania sygnatu, omawiane w niniejszym artykule
techniki wykorzystuje si¢ do oceny skutecznosci
i mechanizmu dzialania nowych zwiazkéw o poten-
cjale terapeutycznym lub chemoprewencyjnym.
Dotyczy to m.in. drég sygnatowych powiazanych ze
stanami zapalnymi. Kluczowym elementem w indukgji,
szczegOlnie przewleklych standéw zapalnych lezacych
u podloza wielu chorob, jest Sciezka sygnalowa proza-
palnego jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
Aktywacja koncowego elementu tej $ciezki prowadzi do
transkrypcji bialek zaangazowanych w proces zapalny
takich jak cykoloksygenaza-2 (COX-2) i syntaza tlenku
azotu (NOS). Aktywacje NF-kB mierzy si¢ testem
ELISA oceniajac poziom jego wiagzania do docelowej
sekwencji DNA, natomiast indukcje kontrolowanych
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przez ten czynnik enzymoéw technika Western blot
[35,36]. Podobne podejscie znajduje zastosowanie
w ocenie modulacji innych $ciezek sygnatowych takich
jak Nrf2-ARE (jadrowy czynnik transkrypcyjny pocho-
dzenia erytroidalnego typu 2-element odpowiedzi
antyoksydacyjnej, ang. nuclear factor erythroid 2-related
factor 2-antioxidant responsive element) czy Wnt [37-39].
Poniewaz aktywacja wielu $ciezek sygnatowych wiaze
sie z translokacjg aktywnych bialek z cytozolu do jadra
komorkowego lub blony technika Western blot jest
wykorzystywana do ich lokalizacji subkomdrkowe;.
Przyktadem moze by¢ translokacja kinazy biatkowej
C modulowana przez wiele zwigzkéw m. in. roélinne
fenole [40]. Technika Western blot pozwala na ocene
tego zjawiska. Ponadto Western blot umozliwia bada-
nie interakcji bialko-biatko i interakcji biatko-DNA,
atakze potranslacyjnych modyfikacji bialek. Interakcja
biatko-biatko sg podstawa wielu krytycznych komérko-
wych proceséw w tym przekazu sygnatu i transportu
molekularnego. Wiele badan zaréwno in vivo jak in
vitro zostalo przeprowadzonych w celu zbadania tych
interakcji [41]. W tym przypadku za pomocg Western
blot sprawdzamy czy dwa biatka sg zdolne do wigzania
sie ze sobg za pomoca przeciwcial specyficznych dla obu
bialek. Do badania interakcji DNA-biatko wykorzystu-
jemy technike Southwestern blot, w przypadku ktérego
blona jest traktowana znakowanymi radioaktywnie
zaprojektowanymi wczesniej oligonukleotydami DNA
[42]. W badaniu potranslacyjnych modyfikacji biatek
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np. fosforylacji, glikozylacji stosuje si¢ przeciwciata
specyficzne dla danej modyfikacji [10].

Podsumowanie

Test ELISA i technika Western blot od czasu
ich opracowania sg powszechnie wykorzystywane
zaréwno w laboratoriach badawczych jak i diagno-
stycznych. W odniesieniu do Western blotu ciagtym
wyzwaniem jest doktadna ocena iloéciowa. Stad szcze-
gllnie w odniesieniu do tej techniki ciggle aktualne jest
pytanie czy jest to metoda ilo$ciowa czy pétilosciowa.
Istotna jest normalizacja uzyskanych wynikéw. Nowe
modyfikacje tych technik np. zastosowanie réznych
metod detekgji (chemiluminescencji, fluorescencji) czy
urzadzen do automatyzacji blotingu (np. blot cycler)
maja na celu umozliwienie w pelni ilo§ciowej analizy
badanych biatek.
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