BIOZOL e
Diagnostica Vertrieb GmbH, Oehleckerring 11-13

A CALIBRE SCIENTIFIC COMPANY

22419 Hamburg, Germany
Telephone: +49 (0)89 3799666-6 | Fax: +49 (0)89 3799666-99
E-Mail: info@biozol.de

Western Blot

Prinzip und Methode mit MBL

MBL.

MBL ist ein fuhrendes Life Science Unternehmen mit Fokus auf hochqualitative Produkte fur die
biologische Forschung und klinische Diagnostik, darunter MHC-Tetramere, ein breites Sortiment an
Antikoérpern, rekombinante Proteine und ELISA-Kits.

Western Blot: Prinzip und Methode

Beim Western Blot (WB) werden die Ziel proteine nach der SDS-PAGE auf eine hydrophobe Membran
Ubertragen und mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen.

DasPrinzip
Proteins are separated by electrophoresis Probing with antibodies, and detection of
and transferred to a membrane. the target protein by an enzyme reaction.
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Nach der SDS-PAGE wird eine Membran auf das Gel gelegt, auf die dieim Gel getrennten Proteine
elektrophoretisch Ubertragen werden. Die Membran mit den Gbertragenen Proteinen wird anschlief3end mit
einem Primérantikorper (einem fur das Zielprotein spezifischen Antikorper) inkubiert, gewaschen und mit
einem Sekundarantikérper zur Reaktion gebracht, der mit einem Enzym wie beispielsweise
Meerrettichperoxidase (HRP) markiert ist. Die Aktivitdt des gebundenen Enzyms wird zum Nachweis des
Zielproteins genutzt und mittels eines chemilumineszenten oder chromogenen Verfahrens sichtbar gemacht.

Ablauf des Wester n-Blot-Verfahrens:

Beschaffung eines Antikorpers gegen ein Zielprotein
SDS-PAGE

Ubertragung auf eine Membran

Blockierung und Reaktion mit Antikorpern
Nachweis der Banden

SR A

Ubertragung auf eine Membran

Die mittels SDS-PAGE getrennten Proteine werden mithilfe eines speziellen Geréts (Blotting-Gerét) vom
Polyacrylamidgel auf eine Membran ,, Gbertragen*.

Blotting-Ger ate
Fur die Ubertragung kann ein Halbtrocken- oder ein Tanksystem verwendet werden.

Vergleich zwischen verschiedenen Blotting-Geréten:

Halbtrockenes
System Tanksystem
Blotting-Dauer Kurz Lang
Puffervolumen Gering Grol3
Gut bei Proteinen
Schlecht bei mit hohem
Ubertragungseffizienz Proteinen mit Molekulargewicht
hohem
Molekulargewicht GleichmaRige
Ubertragung

Membran



Haufig werden Nitrocellulose- und PV DF-Membranen verwendet. Die PVDF-Membran ist zwar teurer, aber
widerstandsfahiger und weist eine hohe Absorptionskapazitét fur Proteine auf, wodurch sie sich fir die CBB-
Farbung, den Nachweis mit bestimmten Substraten fir alkalische Phosphatase und das erneute Proben mit
einem anderen Antikorper eignet. Die Nitrocellulose-Membran ist empfindlicher, aber kostengtinstiger als
PVDF und erfordert keine Vorbefeuchtung mit Methanol und verursacht weniger unspezifische Bindungen.

Erneutes Proben: Das Entfernen der Antikorper von der Membran nach dem Nachweis und das
anschlief3ende Proben mit einem anderen Antikorper.

Transfer puffer

Je nach Molekulargewicht und Art der Ziel proteine werden unterschiedliche Puffer fir den Transfer
verwendet.

Zusammensetzung eines haufig verwendeten Transfer puffers:

25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
20 % MeOH

Blockierung und Detektion mit Antikorpern

Blockierung

Die Membran mit den tGbertragenen Proteinen wird blockiert, um eine unspezifische Bindung von
Antikérpern an die Membran zu verhindern. Die Blockierung verhindert lediglich die unspezifische
Bindung, verringert jedoch nicht die Kreuzreaktivitét (spezifische Bindung von Antikérpern an Nicht-
Zielproteine, die dassel be Epitop enthalten wie das Zielprotein). Zur Blockierung werden verschiedene
L 6sungen verwendet.

Haufig verwendete Blockier ungslésungen:

e 1-3% BSA in PBS-T: Rinderserumalbumin (BSA) wird als Blockierungsmittel verwendet.

e 1-5% Magermilchin PBS-T: Magermilch ist beim Blockieren wirksamer und wird haufig verwendet.
Sie kann jedoch spezifische Antigen-Antikorper-Reaktionen stéren. Magermilch enthalt das
Phosphoprotein Kasein und ist daher fir den Nachweis von Phosphoproteinen nicht geeignet.

e PBS-T (PBS-Tween 20): Phosphatgepufferte Kochsalzlsung (PBS) mit 0,05 % Tween 20

Inkubation mit Antikorpern

Nach der Blockierung wird die Membran mit eéinem Priméarantikorper und anschlief3end mit einem
Sekundarantikorper inkubiert. Die Konzentration des Primérantikorpers ist entscheidend. Ist sie zu niedrig,
kann das Zi€el protein nicht nachgewiesen werden. Ist sie zu hoch, treten unspezifische Reaktionen auf, die
zum Nachweis von Nicht-Ziel proteinen fhren.

Bestimmung einer optimalen Konzentration des Primarantikorpers

Wenn Sie einen Antikorper zum ersten Mal verwenden, wéhlen Sie eine Konzentration, die sich an der



Literatur orientiert oder im Produktdatenblatt angegeben ist. Sollten die gewilinschten Ergebnisse nicht
erzielt werden, testen Sie mehrere verschiedene Verdiinnungen des Primérantikdrpers oder probieren Sie
einen anderen Verdinnungspuffer aus.

Sekundar antikor per

Haufig werden handel siibliche HRP- oder alkalische Phosphatase (AP)-markierte Sekundéarantikorper
verwendet. Uberpriifen Sie den I sotyp des Primarantikorpers und die Tierart, in der der Primarantikorper
gewonnen wurde, und achten Sie darauf, einen geeigneten Sekundérantikdrper zu verwenden.

Nachwels der Banden

Chemilumineszenzver fahren

Ein Substrat enthaltendes Reaktionsgemisch wird auf die Membran aufgetragen. Das an den Antikorper
gebundene Enzym katalysiert eine Reaktion, bei der Licht emittiert wird, das mit einem Rontgenfilm oder
einer gekihlten CCD-Kamera erfasst wird.

Kolorimetrisches Verfahren

Als Nachweisreagenz wird ein chromogenes Substrat verwendet. Diaminobenzidin (DAB) oder TMB
werden Ublicherweise als Substrate fir HRP verwendet, wahrend eine Mischung aus BCIP und NBT as
Substrat fur alkalische Phosphatase (AP) dient.

Prozedur

Ubertragung von Proteinen auf eine Membran (Halbtrocken-Blotting und
Membranfarbung) — ein Beispiel, durchgefihrt bei MBL

Schritt-fur-Schritt-Anleitung:

1. Weichen Sie ein Stiick PV DF-Membran, das etwas grol3er als das Gel ist, 1 Minute lang in Methanol
ein (Vorbefeuchtung) und lassen Sie es anschlief3end im Transferpuffer equilibrieren. Equilibrieren
Sie ebenfalls zwei Stiick Filterpapier, die etwas grol3er als die PVDF-Membran sind, im
Transferpuffer. Bei einer Nitrocellulosemembran ist keine Vorbefeuchtung erforderlich. Uberspringen
Sie den Schritt mit Methanol und lassen Sie die Membran im Transferpuffer equilibrieren.

Lassen Sie das Gel nach der Elektrophorese im Transferpuffer equilibrieren.

Legen Sie ein Stiick ausgeglichenes Filterpapier auf die Anodenplatte und legen Sie die Membran, das

Gel und ein weiteres Stiick Filterpapier ohne Luftblasen darauf.

4. Schlief3en Sie die Plus-Elektrode an die Anodenplatte und die Minus-Elektrode an die Kathodenplatte
an. Schalten Sie das Netzteil ein und fihren Sie den Transfer 1 Stunde lang bei 50 mA durch (fir ein
Gel). Die Transferbedingungen variieren je nach Versuchsbedingungen.

5. Schalten Sie das Netzteil aus, entfernen Sie die Membran und fiihren Sie eine vorlaufige Farbung
durch, um die Effizienz des Transfers zu Uberprifen und die Molekulargewichtsmarker sichtbar zu
machen, um deren Positionen zu bestédtigen. Zu diesem Zweck wird tblicherweise Ponceau S
verwendet, da sich die Membran leicht entférben lasst und es die anschlief3ende Untersuchung mit
Antikérpern nicht beeintréachtigt.
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Inkubation mit Antikérpern und Nachweis der Banden (Blockierung und Nachweis des
Antigens durch HRP-Reaktion) —ein Beispiel, durchgefiihrt bei MBL

Schritt-fur-Schritt-Anleitung:
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Legen Sie die Membran in den Blocking-Puffer und inkubieren Sie sie unter Schiitteln 1 Stunde lang
bei Raumtemperatur (oder Uber Nacht bei 4 °C).

Waschen Sie die Membran dreimal mit Waschpuffer (jeweils 5 Minuten).

Legen Siedie Membranindiein 1 % BSA in Tween-PBS (pH 7,2) verdinnte Priméarantikorperl 6sung
und inkubieren Sie sie unter Schitteln 1 Stunde lang bei Raumtemperatur.

Waschen Sie die Membran dreimal mit Waschpuffer (jeweils 10 Minuten).

Legen Siedie Membran in denin 1 % BSA in Tween-PBS (pH 7,2) verdinnten Sekundarantikérper
und inkubieren Sie sie 1 Stunde lang bei Raumtemperatur unter Schitteln.

Waschen Sie die Membran dreimal mit Waschpuffer (jeweils 10 Minuten).
Chemilumineszenz-Methode: Bereiten Sie das Chemilumineszenz-Detektionsreagenz gemald der
Gebrauchsanweisung vor. Legen Sie die Membran auf ein Stiick Frischhaltefolie und geben Sie das
Reagenz auf die Membran. Lassen Sie es 1 Minute stehen und entfernen Sie das Reagenz
anschlief3end mit einer Pipette. Wickeln Sie die Membran in ein Stiick Frischhaltefolie ein, entfernen
Sie eventuelle Luftblasen und legen Sie sie zur Betrachtung unter ein Chemilumineszenz-
Detektionsgerét (z. B. eine CCD-Kamera).



