MILLIPORE

+ Western Blot (WB) es un pilar de la investigacion
de proteinas y es ampliamente usado para detectar
y cuantificar proteinas en mezclas complejas.

«+ WB y la deteccion es un proceso con multiples
pasos.

+ La optimizacion de las concentraciones de
reactivos, de los materiales y de la técnica es la
clave para un WB exitoso.
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+ PROTEINA blanco y la seleccién de ANTICUERPO

+ La proteina debe ELUIR del gel durante la
transferencia

+ La proteina debe ADSORBERSE a la membrana
durante la transferencia.

+ La proteina debe ser RETENIDA por el blot durante
el procesamiento post-transferencia.

+ La proteina unida debe estar DISPONIBLE para
que el ANTICUERPO detecte a la proteina blanco.




MILLIPORE
. Pobre transferencia
2. Pérdida de proteinas pequefias
3. Visualizacién de proteinas antes de
inmunodeteccion
4. Baja especificidad con fondo alto
5. Alto fondo en general
6. Control de la especificidad del anticuerpo
7. Dificultades al re-analizar
8. Artefactos en el blot
9. Alto fondo de autofluorescencia
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Gel Electrophoresis [==ll WESTERN BLOTTING [li=="4 DETECTION

Separates a complex mixture of Transfers separated proteins to a Identifies presence or
proteins into individual i eg., absence of specific proteins

= !---

+ Blocking reagents

paaan
l ;@f; + Wash buffers

+ sample prep chemicals + Primary antibody
+ Electrophoresis hardware = Blotting (tank or semi-dry) + Secondary antibody

+ Pre-cast gels hardware 4 Detection reagents
+ Protein loading buffers + Transfer buffers > Chromogenic

< Running buffers @ NCor PVDF membranes > Chemiluminescent

+ Gelstains # Blotting paper > Fluorescent

s Protein standards. + Membrane sandwiches & Xeray film Jprocessing equipment

+ Blot stains s Imaging Equipment
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Sample Gel Electro- Membrane Antibody

Prep phoresis Transfer Blocking Addition Detection
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Cell Lysate or Protein Mixture

+ Preparacion R
->Medio de cultivo -
>Lisado celular *, o

->Homogenizados de tejido
>Lisar células para liberar la proteina

Sample in
Solution
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Sample Gel Electro- Membrane Antibody

Prep @phoresisc. TransferC Blocking Addition Detection
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Cell Lysate or
Protein mixture

+ Separar proteinas por
electroforesis en gel
>1-D
>2-D

~

Electrophoresis

IR

SDS-Polyacrylamide
Gel
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Sample Gel Electro- Membrane Antibody

Prep C phoresis Transfer Blocking Addition Detection
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+ Transferir proteinas hacia una
membrana

>Tanque himedo
->Semi-seco

Semi-Dry Tank System

MILLIPORE

+ Qué propiedades de la proteina determinan si se
unird durante la transferencia?

->Velocidad de elucion desde el gel
- Masa
—Valores de corriente / voltaje
~>Estado quimico de la molécula
-hidrofocidad

—Grado de glicosilacion u otras modif. post-
traduccionales

—Cantidad de SDS asocidado
_p|

+ Polyvinylidene fluoride

« Nitrocelulosa

+ Nylon (Neutral y Cargado :
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(PVDF)
>0.45 pm y 0.22 ym
->Baja fluorescencia

>0.45 pm

positivamente)
>0.45 ym
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Problema #1
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Solucién #1

+ Ajustar condiciones de transferencia
->Metanol
->SDS
>Voltaje

+ Equilibrar gel y membrana en buffer de
transferencia

-Incubar por 5 - 30 mins
+ Buffers:

> Towbin buffer (Tris/glycine transfer buffer): 25
mM Tris base, 192 mM glycine,10% (v/v)
methanol, pH 8.3)

+ Original Reference:
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Solution #1

+ Metanol estabiliza el gel:

>Previene que el gel se “hinche” manteniendo
una buena resolucién de bandas durante la
transferencia

->Disminuye la posibilidad de que las proteinas
salgan del gel, las detiene e incremente su
exposicion a la membrana

->Incrementa la capacidad proteica de “pegarse” a
la membrana al quitar el SDS

->Benéfico para proteinas pequefias
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Solucién #1

« SDS cubre a la proteina y le da una alta carga
negativa:
->La proteina se mueve rapidamente por la
membrana
- Limita la oportunidad de las proteinas de
interactuar con la membrana y unirse
->Agente solubilizante excelente por lo que es
benéfico para proteinas grandes o de membrana
+ Se debe ajustar la concentracion de SDS y metanol
de acuerdo a la meta del experimento.
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Solution #1
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Figure 9. Effect of equilibration time on el fer of BSA to Immokbilen-P transfer

membrane. 125]-labeled BSA was resolved by SDS-PAGE on a 10— 20% gradient gel.
After equilibration for the times noted, the BSA was transferred to Immobilon-P transfer
membrane, backed up with Immobilon-P® ransfer membrane, in a tank transfer system
using 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 10% methanol, as the transfer buffer. The
system was run at 8 V/em interelectrode distance. At the end of the 2-hour transfer
period, the gel and membranes were stained. The BSA bands were excised and counted.




Problema #2
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Immobilon-P Immobilon-P5@ Immobilon-PSa
membrane membrane backup membrane

Prolonged electrotransfer of proteins using Immobilon-P and Immobilon PSS
transfer membranes. Molecular weight standards (lanes 1,3,5,7) and calf iver
Iysate (lanes 2,4,6,8) were ransferred to Immobilon-? or Immobilon-P5
membranes by the tank transfer method and stained with Coomassie Blue.

A shet of Immobilon P53 transfer membrone was placed behind the primary
membranes fo caplure proteins that passed through them. (Laes 5 and 6 behind
Immobilon; lanes 7 and 8 behind Immobilon-PS3.)
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Solucion #2

« Usar membranas de 0.2um para proteinas <20 kDa

+ Limitar equilibrar el gel por solo 10 min para evitar
que las proteinas pequefias se salgan

«» Usar metanol en el buffer de transferencia
« Eliminar SDS de buffer de transferencia

+ Disminuir tempo de transferencia
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+Tipos de anticuerpos:
- lgA, IgD, IgE, IgG, e IgM

- IgG es el anticuerpo méas

anticuerpos

Problema #3

usado en experimentos con

oM \A
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Sample Gel Electro- Membrane Antibody

Prep phoresis Transfer Blocking Addition Detection
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« Policlonales

% —
>Derivados de distintas células BW'%,;"

>Reconocen multiples epitopos s

>Elegidos para detectar proteinas
desnaturalizadas (WB)

A
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« Monoclonales Y

->Derivados de una clona celular
>Reconocen un solo epitopo
>Excelentes como Ab primario en ELISA
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« Se refiere a un Ab uniendose a epitopos de otras
proteinas:
>Puede ser causado por baja avidez o
especificidad del Ab o por multiples antigenos
diferentes que tienen epitopos idénticos o muy
similares
>Es deseable cuando:
—Reconocimiento general de un grupo
relacionado de antigenos
—Se intenta marcar entre especies cuando la

secuencia del epitopo en el antigeno no esta
altamente conservada en la evolucién
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Complejidad de las diferentes modificaciones post-

traduccionales en proteinas
Phosphorylation

Splicing :
oNA 2 RNA —‘ I o> Protein Cycoslaon
Alternative Methylation

splicing. Acetylation

5% (" DNA = RNA = Protein

A

Histone Conformational isomers

modifications Miceo RNAs

o Glycosylation

—_— plicing . .

DNA RNA Proteins Phosphorylati

Today ( < Alternative splicing }' Mozploryam
Other epigenetic Other catalytic etylaton
factors regulator RNAS Acetylation

Other? |
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Problema #4

MILLIPORE

Solucion #4

+ Sila concentracion ya sea del 1rio o del 2rio es
muy alta, la especificidad puede disminuiry el
fondo aumentara

« Una mayor dilucién de los anticuerpos puede
resultar en mayor especificidad y menor fondo
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Solucion #4

Primario= 1:1000

Viuaizer™ Spay Gow™  Immoblor®™ Western

SuperSignal® West Pico

G Heathrars ECL
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Solucion #5

+ Filtrar la solucién antes de usar

« Hacer un dot-blot para optimizar reactivos antes del
WB

« Determinar si tu reactivo de quimioluminiscencia (o
cualquier sistema que uses) es compatible con tu
agente blogueador (leche- ab biotina)

« Compatibilidad puede ser: a®

5 b
. bstrota 3 & ®®®®Mm
>Dependiente de producto Mg *
E <l — Primary ontibody
> (leche descremada, Ly
(enzyme) -~ Blodking og

>caseina, gelatina,
->Tween®-20) .
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Problema #5

MILLIPORE
+ Situ fondo aun esta alto después de...
- Optimizar bloqueador
->Optimizar conc. de Ab
->Lavados extensos...
ENTONCES....
L1 A
subsito 8 P B prodet
.:: : AL X
| — Primary onfibody
.‘::"iw"i?"'""“"/ - Bockin sgn
™ Mambrans
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Std Extra  High

«Lavado con alta conc. Method TBST  Salt
wash wash
de sales & & o

->Afiadir hasta 0.5M
NaCly hasta 0.2 % Immobilon-P
de SDS al PBS
0oTBS (buffer de
lavado)

>Lavar por 30 min,
una o dos veces -
>Puede mejorar la '
e Immobilon-PsQ
sensibilidad de la
deteccién
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« Intenta secar la membrana post-transferencia antes
de bloquear

« Usa ReBlot Plus — formulado especificamente para
remover anticuerpos en 10 min.

« Usa PVDF para esta aplicacion dadas sus mejores
propiedades para el manejo

« 2 métodos disponibles. Elige el método que te sea
mas conveniente dado que los resultados son
similares

k3 ->Acidico — 25mM glycine-HCI, pH 2, 1% SDS

->Detergente — 2% SDS in Tris @ 50°C, 100 mM
Mercaptoethanol
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Problema #6

MILLIPORE

Before After
ReBlot™ Plus ReBlof™ Plus Reprobe

Before ReBlot™ Plus: Western blot probed with rabbit antibodies to
peptide from angiotensin Il type 1 receptor, 20 second exposure.
After ReBlot™ Plus: Western blot stripped with ReBlot™ Plus Mikd
stripping solution.

Reprobe: Western blot reprobed with rabbit antibodies to peptide
from glutamate receptor delta 1/2, 20 second exposure.
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Problema #7

Solucion #7

+Usa guantes

+Usa pinzas con puntas
suaves o planas

+Evita rayar o doblar las
menbranas y que no se

peguen unas con otras
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