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Edvokit 275
AIDS Kit II: Simulering af HIV-1-test med
Western Blot - immunoblotting

Kittets indhold

Kittet indeholder materiale til 6 grupper
Praver til elektroforesen:

A positive kontrol

B Negativ kontrol

C Patient 1

D Patient 2

E Patient 3

F Molekylveegt standardfarve

Andre dele til elektroforesen

UltraSpec-Protein Agarose™

10x Tris-glycin-SDS-buffer (elektroforesebuffer og transfer-buffer)
10x Tris-glycin-buffer (kun til gelstabningen)
@ve-gel-loadingblanding

1 mL pipette

100 mL malebager

Dele til immunoblottingen

Skaret Western Blot membran (7x7 cm)

Skaret blottingpapirer (7x7 cm)

Western Blot farve —(Coomassie Blue)

Ngdvendigt udstyr

o Horisontalt elektroforeseapparat
e Strgmforsyning
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e Mikropipetter med spidser — 0-20uL og 20-200pL
o Ryste- eller vippebord

e Varmeskab 65 °C

o Varmebad eller varmeplade

e Mikrocentrifugerar

e Beagerglas

e Malebagre

e Kar, hvori der kan vare en 7x7 cm gel
e Handsker

e Papirhandklader - mange

e Plastikfolie eller styroporbakker

e Sakse

e Lineal

o Methanol 95-100%

o Iseddikesyre

o Demineraliseret vand

Sikkerhed

Der bzres handsker, nar gelen og nylonmembranen handteres.

Affaldshandtering

Affaldet kasseres til almindelig forbraending efterfalgende

Tidsskema

Introduktion, gelstgbning og prevepasatning
Elektroforese

Klargering af sandwich til Western Blot
Blotting

Farvning af membranen og analyse af resultatet

Beer Kkittel under hele forsgget

45 minutter
60-90 minutter
30 minutter
minimum 4 timer — natten over

45 minutter
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Teori
Lees selv:

Om HIV og AIDS
Om immunsystemet
Om immunologiske testmetoder som ELISA, dobbelt immundiffusion, graviditetstest

Om integrase, revers transkriptase og protease

Om Western Blotting (immunoblotting)

ELISA-testen er et vigtigt diagnosticeringsredskab, nar man finder lave koncentrationer af eksempelvis
antistoffer. Hvis der er positiv reaktion i en ELISA-test vil det oftest vaere ngdvendigt yderligere at tjekke
dette resultat, da antistoffer af og til kan lave kryds-reaktioner, da der findes relaterede epitoper mellem flere
antigener. Med immunoblotting eller Western blotting er det muligt mere specifikt at finde de antistoffer,
man leder efter.

Det farste skridt er at denaturere proteinerne med SDS og sikre, at de alle er negativt ladede og derefter kare
dem pa en polyakrylamidgel. Herved bliver proteinerne adskilt efter starrelse, idet de alle befinder sig pa
lineaer, negativ form. De S-S-broer der har varet i proteinerne brydes ved at benytte 2-mercaptoethanol.

Nar de denaturerede proteiner karer gennem gelen vil de adskilles udelukkende pa deres molekylveegt
saledes at de mindste proteiner bevager sig leengst i gelen.

Efterfglgende analyseres proteinerne med Western Blotting analyse (ogsa kaldet immunoblotting). Ved
denne metode overfares proteinerne til en ladet nylonmembran enten i et serligt blotting-kammer, hvor der
fares stram igennem eller ved hjzlp af kapilleerkraefter. Nylonmembranen er mere handterlig og kan tale
meget i forhold til eksempelvis gelen. De proteiner eller antistoffer, man leder efter, kan efterfalgende
detekteres ved hjelp af specifikke antistoffer (immunokemisk metode kaldet immunodetektion)

For at analysere det specifikke protein, der er overfart til nylonmembranen, placeres denne i en
blokeringsbuffer, der indeholder en detergent samt et protein, som binder til alle ikke besatte omrader i
nylonmembranen. Blokeringsbufferen indeholder blokerings-proteiner, som ikke vil binde sig til de
antistoffer, der binder sig til de proteiner, der skal undersgges. Blokeringsproteiner kan eksempelvis veere
proteiner fra skummetmalkspulver eller aloumin fra keer (Bovin Serum Albumin). Efterfglgende blottes det
gnskede protein ved hjelp af en blottingbuffer, som indeholder et antistof, der binder sig specifikt til det eller
de protein(er), som man gnsker at undersgge. Derefter vaskes for at fjerne overskydende proteiner fra
nylonmembranen.

Der tilfares nu et sekundaert antistof, der binder specifikt til det fgrste specifikke antistof og til hvilket, der
samtidigt er bundet til et enzym som eksempelvis peroxidase, som efterfalgende bruges til at skabe en
farvereaktion. Dette betyder, at der hvor det gnskede protein var overfart til nylonmembranen vil opsta en
farvereaktion.

Formalet med denne gvelse er at give eleverne indsigt i immunoblottingteorien og metoden.



EdvoKit 275 5

Formal med forsgget

Formalet med dette forsgg er at forsta de begreber og metoder, der knytter sig til immunoblotting —
ogsa kaldet Western Blotting. | forsgget testes der for tilstedeveerelsen af et hypotetisk virusprotein
fra en hypotetisk cellekultur, der er inficeret med serum fra HIV-positive personer.

Laererens forberedelser
Membranen Kklarggres

Brug handsker! Bemeerk: Handsker med talkum kan forstyrrer resultatet. Vask
derfor haenderne med handskerne pa fgr du gar i gang.

Behold de beskyttende lag pa membranen, men du foretager naste skridt

Med en blyant tegnes pa det gverste beskyttelseslag, saledes at membranen

deles i 6 stykker pa hver 7x7cm. Hvis der stabes geler af en anden starrelse end 7x7 cm tilpasses
membranstykkerne til gelernes starrelse. Hvis gelerne er starre reguleres antallet af grupper ud fra, hvor
mange stykker membran, der kan laves.

Klip forsigtigt stykkerne ud
Elektroforesebuffer:

Den medfglgende 10x Tris-glycin-SDS-buffer fortyndes med demineraliseret vand. Til 1 del 10x buffer
tilseettes 9 dele vand. Fremstil buffer i en mangde, der sikrer, at der er nok til alle elektroforesekar. Bufferen
bar fremstilles pa selve forsggsdagen eller fa dage faor.

Transferbuffer:

350 mL demineraliseret vand tilseettes 50 mL 10x Tris-glycin-SDS-buffer. Derefter tilsaettes 100 mL 95-
100% metanol. Bland ved at vende flasken nogle gange. Holdes tat lukket. Blandingen fremstilles pa
forsggsdagen eller et par dage for.

Farveblandingen

Da farveblandingen indeholder metanol, som gdeleegger acryl, blandes farven i en glasflaske med glasprop.
Tag 75 mL demineraliseret vand og tilset 125 mL absolut metanol, 25 mL iseddikesyre og 25 mL Western
Blot Stain-koncentrat (Coomassie-farve). Bland godt.

Klarggring af prgverne

Hver af praverne A-E oplgses (rehydreres) ved at der tilseettes 130 pL af den tilherende ”Reconstitution
Buffer” til hvert af rarene. Husk at skifte pipettespids fra rar til rar. Inkuber i 5 minutter ved stuetemperatur
og bland grundigt! Med en vandfast tusch meerkes lagene, idet man kan risikere, at etiketterne ryger af under
den senere kogning.

Sarg for at lagene er helt lukkede og overfar nu rarene til det kogende vandbad i 5 minutter. Rer F med
markaren behgver ikke at blive kogt.
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Tag rarene op og lad dem afkgle til stuetemperatur. Bank ragrene i bordet eller centrifuger kortvarigt for at
sikre, at indholdet er samlet i bunden.

Fordel praver med 20 uL af hver af prgverne A-F til hver gruppe.

Bemark: Der er i dette kit en sakaldt ”Practice Gel Loading Solution” som man kan bruge til at eve sig i at
sette praver pa gelen med, inden man setter de egentlige praver pa. @veblandingen vil ikke pavirke
resultatet.

Fremstilling af 2,5% agarosegel

Fortynd 10x Tris-glycin-gelbufferen i forholdet 1:9 Fremstil den maengde, som er ngdvendig for at stebe de
geler, som der skal benyttes. Der tilsattes agarose, sa koncentrationen bliver 2,5%. Til en gel pa 7x7 cm
bruges 0,5 g agarose og 20 mL 1x Tris-glycin-gelbuffer. Benyt BluCap-flasker

Hvirvl rundt for at fa oplest klumperne. Undga at ryste for kraftigt, da agarosen derved setter sig leengere
oppe i flasken.

Med en pen afmaerkes veaeskeniveauet i flasken

Luk proppen ’lest’ og varm den i mikrobelgeovn i 20 sekunder ad gangen. Tag flasken ud og hvirvl let rundt.
Gentag indtil alt er oplast og vaeske er helt klar. Vigtigt: Bar varmehandsker og sikkerhedsbriller — der kan
nemt opsta stedkogning. Oplgsningen kan ogsa fremstilles pa en varmeplade.

Lad blandingen kale til ca. 55 °C. Hvis der er fordampet meget, kan der tilseettes demineraliseret vand op til
den afmeerkede linje.

Forsegl enderne af elektroforesekarret. Hvis der benyttes tape leegges med en pipette en tynd agarosekant
langs forseglingen. Saet kammen i og serg for at karret star helt vandret. Held agarosen op.

Lad agarose sta og afkale. Agarosegelen er stgrknet og Klar til brug efter ca. 20 minutter.
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Elevvejledning

Fremgangsmade

Materialer

Dag 1:

20 pL af hver af de forkogte prover A-E

20pL marker

Eventuelt ”Practice Gel-Loading Solution
Elektroforeseapparat med gel m.m.

20-30 mL 95-100% metanol
Tris-glycin-SDS-elektroforesebuffer

80 mL transfer-buffer

1 Western blot membran (nylonmembran med beskyttelseslag)
3 stykker tykt filtrerpapir

papirhandklader

En lille (ikke akryl) kasse, til at veede membran og filtrerpapirer i
Demineraliseret vand

400 mL beegerglas

pipetter

Dag 2:

Farveblanding

Affarvningsoplgsning

Klarggring af elektroforeseapparatet og proteinprgverne

1. Fjern kammen og forseglingen og placer gelen i elektroforeseapparatet med brgndene naermest den
negative ende

2. Dak gelen med 1x elektroforesebuffer (Tris-glycin-SDS-elektroforesebuffer)

3. Kog proteinprgverne i 5 minutter

4. Szt prgverne pa gelen i falgende raekkefalge:

o whE

20 pL preve A — positiv kontrol
20 uL preve B — negativ kontrol
20 pL preve C — patient 1

20 pL preve D — patient 2

20 pL prgve E — patient 3

20 pL Molekylvaegt standardfarve

5. Seet forsigtigt laget pa elektroforesekarret og tilslut karret korrekt til stremforsyningen

6. Start elektroforesen og ker ved 125 V i 60 minutter — eller i s lang tid, at den bla farve, der lgber forrest
har bevaeget sig mindst 4,5 cm. Der kan ogsa keres ved lavere spaending fx 70V i 1% time.
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Western Blot

1. D&k jeres bord med et stykke plastikfolie eller find en bakke, hvori I kan lave *blotting-sandwichen’.
Herpa skal den ’sandwich” I nu skal lave placeres. Bakken skal have en glat bund og benyttes der plastfolie,
skal det ligge helt glat.

2. Tag handsker pa! Og fjern forsigtigt beskyttelseslagene pa den (hvide) nylonmembran.

3. Med en pincet flyttes membranen forsigtigt over i det plastkar, hvori blottingen skal finde sted.

4. Daek membranen med ca. 20 mL 95-100% methanol i10 sekunder. Haeld methanolen fra og gem den!
5, Daek straks membranen med demineraliseret vand. Lad det sta i 5 minutter. Herved fjernes methanolen

6. Heeld vandet fra og deek nu membranen med fortyndet transfer-buffer. Lad det sta i mindst 10 minutter
indtil membranen skal bruges

7. Fjern gelen fra holderen og lad den glide ned i et separat kar med fortyndet transfer-buffer. Lad den sta i
bufferen i 10-15 minutter.

8. Mzt et stykke filtrerpapir med transfer-buffer. Laeg filtrerpapiret pa den glatte plastfolie pa bordet eller i
karret. Hvis du benytter et kar laves desuden en vaege af filtrerpapir (Whatman nr. 1).

9. Tag handsker pa og flyt forsigtigt gelen med bunden i vejret over pa filtrerpapiret. Med en pipette eller et
lille reagensglas rulles forsigtigt hen over gelen, sa eventuelle luftbobler mellem filtrerpapiret og gelen
fjernes.

10. Spragijt forsigtigt 1-2 mL transfer-buffer pa gelen og placer derefter forsigtigt den gennemvadede
membran oven pa gelen. Fjern eventuelle luftbobler ved at rulle en pipette hen over

11. Med en blyant markeres bandene ud for brgnd 6. Marker deres farve (B1=bla, B2=bl4, L=lilla, R=rgd)
12. Mat et stykke filtrerpapir med transfer-buffer og placer det oven pa membranen. Fjern eventuelle bobler
13. Mat endnu et stykke filtrerpapir med transfer-buffer og placer ovenpa. Fjern eventuelle luftbobler

14. Laeg nu en stak tilpassede (7x7cm) papirservietter ovenpa. Denne stak skal veere 4-6 cm hgj.

15. Luk sandwichen til med plastfoliet

16. @verst placeres en plade og der stilles en veegt pa 400g ovenpa plade. Lad blottingen forega natten over
eller i mindst 4 timer.

K x
Figura 2:
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Farvning af membranen
1. Tag handsker pa og fjern det, der ligger ovenpa membranen, men lad membranen ligge ovenpa gelen

2. Med en blyant markeres forsigtigt hver brgnd og brendens nummer (husk at gelen ligger med bunden i
vejret)

3. Men en pincet fjernes membranen fra gelen og leegges forsigtigt ovenpa et rent stykke filtrerpapir. Den
side af membranen, der vendte ned mod membranen skal vende opad nu.

5. Med en blyant noteres i et af de nederste hjgrner O’ for opad. Lad membranen inkubere i varmeskabet
ved 65°C i 10minutter. Herved fikseres prgverne i membranen.

Membranen kan gemmes i adskillige dage, nar prgverne fgrst er fikseret
6. Fugt membranen i methanol — der ma ikke veere nogen tarre steder.
7. Laeg derefter membranen i demineraliseret vand i 5 minutter
8. Leeg membranen i Western Blot Stain™ i 10-15 minutter. Ryst af og til.

9. Med en pincet overflyttes membranen til karret med methanol. Med pincetten flyttes membranen forsigtigt
frem og tilbage i methanolen for at affarves. Hold gje med den positive kontrol. Nar der er synlige band
overfgres membranen til et kar med demineraliseret vand.

10. Lad membranen ligge i vandet i 5-10 minutter. Tag den op og leeg den pa et stykke filtrerpapir

Beregning af stgrrelsen pa det virale(sygdomsfremkaldende) protein
Sammenlign patienternes band med den positive og negative kontrol.
Resultatet

De to praver, der indeholder den positive kontrol og den simulerede HIV-positive, vil vise et proteinband.
Det vil sige, at der er band ved den positive kontrol samt ved patient 1 og 3.

Ud fra markaren tegnes en standardkurve som kan benyttes, nar man skal beregne molekylvaegten for det
virale protein. Der kan benyttes semilogaritmisk papir, lommeregner, Excel e.l.
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Lane Sample rAal. Wit
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