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Western Blot

Fluoreszenz-Western-Blotting mit Biotium

Biotium

Biotium ist unser Partner fur innovative Fluoreszenz-Tools, die Sie sonst nirgendwo finden. Die
erfahrenen Chemiker und Biologen von Biotium entwickeln hochmoderne Fluoreszenz-Tools, die
Wissenschaftlern durch Uberragende Leistung und fachkundige Unterstitzung neue Mdglichkeiten

eréffnen.

Biotium bietet Ihnen Tipps zum Fluoreszenz-Western-Blotting.

Fluoreszenz-Western-Blotting

Protokoll von Biotium

Benotigte Materialien:

VersaBlot™ Total Protein Normalization Kits von Biotium (optional)

Ponceau S (optional)

Blockierpuffer (siehe allgemeine Hinweise unten)

PBS oder TBS mit O0,1% Tween®-20 (siehe allgemeine Hinweise unten)

Primdrantikorper

Sekunddrantikérper (nicht erforderlich bei Verwendung eines markierten Primdrantikérpers)


https://www.biozol.de/de/partner/biotium
https://www.biozol.de/de/partner/biotium
https://www.biozol.de/de/product?q=versablot&category=kits%2Fassays&hersteller=Biotium
https://www.biozol.de/de/product?q=ponceau+s&hersteller=Biorbyt&category=biochemikalien
http://www.biozol.de/de/product?category=Antik%C3%B6rper
http://www.biozol.de/de/product?category=Antik%C3%B6rper&antibody_type=secondary%20antibody
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Abb: VersaBlot™ Total Protein Normalization Kit
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Optional: Vorfarbung des Gesamtproteins

SDS-PAGE und Proteintransfer durchfihren (~2 Stunden) (optionaler Haltepunkt)

Optional: Proteintransfer Gberprifen

Blockierung (30-60 Min.)

Inkubation mit dem Primdarantikérper (2 Stunden oder Uber Nacht)

Waschschritte (~30-60 Min.)

Inkubation mit dem Sekunddrantikérper (bei markiertem Primdrantikérper nicht erforderlich)
(30 Min. bis 2 Stunden)

8. Waschschritte (~30-60 Min.)

9. Membran trocknen (optionaler Haltepunkt)

10.

Fluoreszenz scannen

Allgemeine Uberlegungen zum fluoreszierenden Western-Nachweis:

e Der Multiplex-Fluoreszenz-Western-Nachweis erfordert ein Bildgebungssystem, das in der

Lage ist, mehrere fluoreszierende Konjugate zu erkennen. Um optimale Ergebnisse zu
erzielen, sollten Sie einen Gel-Imager oder Scanner verwenden, der speziell fir die

Bildgebung von fluoreszierenden Blots entwickelt wurde.



e Far-Red- oder Nahinfrarot-Farbstoffe sind fir den fluoreszierenden Western-Blot optimal,
da der Hintergrund in diesen Wellenldngen geringer ist. Sichtbare Fluoreszenzfarbstoffe
kénnen verwendet werden, weisen jedoch aufgrund der héheren Autofluoreszenz von
Proteinen und Blotting-Membranen im sichtbaren Spektrum in der Regel ein schlechteres
Signal-Rausch-Verhdltnis auf.

e Die optimale Proteinbeladungsmenge variiert je nach Detektionsmethode und
Expressionsniveau des Zielproteins, liegt jedoch bei den meisten Anwendungen zwischen 1und
10 pg/Spur.

¢ Blaue Markierungsfarbstoffe im SDS-PAGE-Beladepuffer kénnenim
fernroten/nahinfraroten Spektrum fluoreszieren; fir den Fluoreszenz-Western-Nachweis
wird ein Beladepuffer mit einem orangefarbenen Markierungsfarbstoff empfohlen.

e Fir den fluoreszierenden Western-Blot kénnen sowohl Nitrocellulose- als auch PVDF-
Membranen verwendet werden, allerdings kann die Autofluoreszenz je nach Hersteller der
Blotting-Membran stark variieren. Nach unseren Erfahrungen weisen Nitrocellulose- und
PVDF-Membranen mit geringer Fluoreszenz eine dhnliche Hintergrundfluoreszenz auf, doch
PVDF kann eine héhere Empfindlichkeit bieten, méglicherweise aufgrund einer starkeren
Proteinbindung.

¢ Nach dem Proteintransfer kénnen getrocknete Blotting-Membranen vor dem Nachweis
monatelang bis zu mehreren Jahren bei Raumtemperatur gelagert werden.

e 9-cm?-Petrischalen fassen 5-10 ml und eignen sich gut zum Waschen und Inkubieren von Mini-
Blots. Alternativ sind im Handel schwarze Blotting-Boxen fur fluoreszierende Western-Blots
in verschiedenen GréBen fur Blots oder Membranstreifen erhdltlich.

¢ Vor der Entwicklung chemilumineszenz- und fluoreszenzbasierter Western-
Nachweismethoden wurden fir den Western-Nachweis Ublicherweise Substrate fir alkalische
Phosphatase verwendet. Damals war Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) der Puffer der
Wahl fir Western-Blots, da Phosphatpuffer die Signalentwicklung der alkalischen
Phosphatase storen konnten. Nach unserer Erfahrung kénnen PBS und TBS fir den
routinemdBigen fluoreszierenden Western-Nachweis mit Ghnlichen Ergebnissen verwendet
werden. Einige Forscher bevorzugen TBS fir den Nachweis von Phosphoproteinen, da sie
befirchten, dass Phosphatpuffer die Bindung von phosphospezifischen Antikérpern stéren
koénnten.

e BSA, Magermilchpulver und Fischgelatine konnen als Blockier- und
Antikérperverdinnungspuffer fir Western Blots verwendet werden. Diese Blockiermittel
werden Ublicherweise in einer Konzentration von 1-5 % in PBS (oder TBS) + 0,1 % Tween®20
eingesetzt. Kommerziell erhdltliche Blockierpuffer, die speziell fir den fluoreszierenden
Western-Nachweis entwickelt wurden, wie beispielsweise unser TrueBlack® WB Blocking

Buffer, konnen einen geringeren Hintergrund als andere Blockiermittel liefern.



e Es kann sinnvoll sein, das Volumen der fir das Blotting verwendeten Antikorperlésungen
durch die Verwendung von verschlieBbaren Beuteln oder kleinen Behdltern zu minimieren. Es
sollte jedoch genligend Lésung verwendet werden, damit sich diese ungehindert Gber den Blot
bewegen kann, ohne dass sich Blasen bilden.

¢ Bei den Blockierungs- und Waschschritten sollten Sie nicht am Volumen sparen. Verwenden
Sie fur einen Mini-Blot 5-10 ml Puffer. Der Blot sollte sich ungehindert im Puffer bewegen

kdénnen.

Prozedur:

1. Optional: Um das Gesamtprotein in Ihrer Probe zur Bestdtigung des Transfers und zur
Western-Normalisierung fluoreszenzmarkiert zu machen, verwenden Sie ein Kit zur
Vorfdrbung des Gesamtproteins, wie beispielsweise unsere VersaBlot™ Total Protein
Normalization Kits, und befolgen Sie dabei die Anweisungen des Kits.

2. FUhren Sie die SDS-PAGE und den Western-Transfer gemaf den Standardprotokollen durch.

3. Hinweis: Nach dem Transfer kénnen die Membranen mit Wasser gespilt, getrocknet und
zwischen Filterpapierbldttern bei Raumtemperatur Gber Monate oder Idnger gelagert
werden.

4. Optional: Bestdtigen Sie den Proteintransfer durch Abbildung der Vorfarbung des
Gesamtproteins (falls verwendet) oder durch Farbung der Membran mit Ponceau-S-
Farbstoff gemdB den Anweisungen des Herstellers.

5. Hinweis: Ponceau S kann zur visuellen Farbung von Zelllysatproteinen bei ca. 10 pg
Gesamtprotein pro Spur verwendet werden, ist jedoch méglicherweise nicht empfindlich
genug, um geringere Proteinbeladungsmengen nachzuweisen. Unser Mix-n-Stain™ Total
Protein Prestain Kit kann bereits 1 ng Gesamtprotein pro Spur nachweisen.

6. Bei Verwendung von PVDF-Membranen befeuchten Sie die Membran erneut mit Methanol
und spilen Sie sie anschlieBend mit Wasser ab. Bei Nitrocellulose-Membranen fahren Sie mit
Schritt 5 fort.

7. Legen Sie den Blot in eine saubere Schale mit einem Blocking-Puffer lhrer Wahl. Verwenden
Sie ausreichend Puffer, damit der Blot vollstdndig bedeckt ist und sich frei in der Schale
bewegen kann.

8. Blockieren Sie die Membran 30 Minuten bis 1 Stunde lang bei Raumtemperatur unter leichtem
Schitteln.

9. Verdinnen Sie den primdren Antikérper auf die empfohlene Konzentration in frischem
Blocking-Puffer. GieBBen Sie den Blocking-Puffer ab und geben Sie so viel verdinnte

Antikérperlésung hinzu, dass sich die Membran frei bewegen kann, ohne dass Blasen oder
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trockene Stellen zurickbleiben.

Inkubieren Sie die Membran unter leichtem Schitteln 1-2 Stunden bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei 4 °C. Bei Verwendung fluoreszenzmarkierter primdarer Antikérper vor Licht
schitzen.

Spulen Sie die Membran dreimal mit PBS oder TBS mit O,1% Tween®-20 und waschen Sie sie
anschlieBend finfmal jeweils 5-10 Minuten lang unter Schwenken. Verwenden Sie eine
grof3zigige Menge Waschpuffer, damit sich die Blots wdhrend des Waschens frei bewegen
kénnen.

Wenn Sie fluoreszenzmarkierte Primdrantikérper verwenden, fahren Sie mit Schritt 11 fort.
Wenn Sie markierte Sekunddrantikérperkonjugate verwenden, fahren Sie mit Schritt 10 fort.
Verdinnen Sie den Sekunddrantikorper in frischem Blocking-Puffer in der vom Hersteller fir
den Western Blot empfohlenen Konzentration (in der Regel im Bereich von 50-100 ng/ml).
Geben Sie ihn wie in Schritt 7 auf den Blot. Inkubieren Sie 30 Minuten bis 2 Stunden unter
leichtem Schitteln.

Hinweis: Bei einigen Sekunddrantikorper-Konjugaten im nahen Infrarotbereich muss dem
Puffer zusatzliches Detergens zugesetzt werden. Beachten Sie die Empfehlungen in den
Herstellerangaben zu Ihrem Antikorperkonjugat und lhrem Blocking-Puffer.

Waschen Sie die Membran wie in Schritt 9 beschrieben.

Spilen Sie den Blot einmal in Puffer ohne Detergens ab und trocknen Sie ihn, bevor Sie ihn mit
einem kompatiblen Fluoreszenz-Bildgebungssystem abbilden.

Hinweis: Getrocknete Blots kdnnen zwischen Filterpapierbl&dttern bei Raumtemperatur im
Dunkeln gelagert und nach Monaten oder sogar Jahren erneut gescannt werden.

Hinweis: Halten Sie die Blots stets feucht und lagern Sie sie in Puffer, wenn sie gestrippt und

mit weiteren Antikérpern untersucht werden sollen.



