Imunoprecipitace - problematika

Problém Pfi¢ina Reseni
Nedochazi  Protilatka neni schopna imuno - Zkuste jinou protilatku. Polyklonalni protilatky jsou
k vazbé. precipitace. obecné ucinéjSi nez monoklonalni

NedostateCné mnozstvi primarni
protilatky.

Stanovte optimalni mnozstvi protilatky titraci.

PfiliS mnoho konkurenénich
protein{i ve vzorku.

Odstiedte lyzat pfi 100, 000 x g po dobu 30 min. pfed
pfidanim protilatky - odstranéni membranovych
fragmentu, nerozpusténych proteind atd.

Zkoumany antigen neni obsazen.

Zkontrolujte vhodnost vzorku.

Zkoumany antigen ve vzorku se
pripravou ztratil nebo se rozloZil.

Pfipravte Cerstvé lyzaty. Vyhnéte se zmrazenym
lyzatam. Pouzijte vhodné inhibitory proteolytickych
enzym.

PFilidné, intenzivni promyvani.

SniZte poCet promyvani. SniZte koncentraci soli
a detergentu nebo pouzijte jiny detergent.

Neodpovida €as inkubace.

Inkubacni ¢as by mél byt vhodny pro dany systém.
Obecné plati pro primarni protilatku/antigen inkubacni
doba od 1 hodiny az pfes noc pf¥i 2-8 °C.

Protein A,G, nebo L nevaze dany

Zivo€idny druh nebo podtfidy prim.

pritilatky.

Zkontrolujte pro Protein A/G/L informace o selektivité.

Rusici latky obsazené ve vzorku.

Nepouzivejte lyyaty obsahujici redukéni latky jako
dithiotreitol, 2 - merkaptoetanol atd. které
zpusobuji destrukci protilatkové aktivity. Krajni pH a
prebytek detergentu miize také negativné ovlivnit
reakci antigen-protilatka.

Vysoké Latky ve vzorku se nespecificky
pozadi nebo vazi na agarézu nebo protilatky.
nespecificka

precipitace

bilkovin.

Inkubuijte lyzat s Proteinem A/G/L - agar6zou bez
protilatky. Napf. pfi pouziti produktu A2220

(mys$i monokl. anti-Flag M2 - agaréza) se vzorek
nejdfive pre-inkubuje s mysi IgG (A0919).

Tyto kroky by mély odstranit nespecifické vazby na
agarozu nebo mysi 1gG.

Nespecificka vazba na agarézu
Proteinu A, G nebo L.

Pridejte saturujici mnoZstvi konkurenéni bilkoviny -
napf. 2% roztok BSA k Protein A - agaroze.

Koncentrace protilatky je pfilis
vysoka.

Stanovte optimalni koncentraci protilatky titraci.

Nedostadujici promyvani.

Pouzijte intenzivnéjSi promyvani. Zkuste 1,0 M NaCl,
0,5 M LiCl, 1 M KSCN, 0,2% SDS nebo 1% Tween20.
Promyijte jedenkrat destilovanou vodou. Zvyste pocet
promyvani. Pfeneste peletu do nové zkumavky pred
poslednim promyvanim.
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