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- 30 sek i dH2O 

- 1-2 min i nytt dH2O 

- 10-15 min i transferbuffer + antioksidant 

 Filterpapir legges i transferbuffer i lilla boks like før bruk (30 sek). 

5. BLOTTING 

 Finn frem:  

- blottedelen til boksene 

- lilla bokser 

- pinsett 

- spade, rulle 

- penn, tørkepapir, gul avfallsboks. 

 Slå av elektroforeseapparatet, trekk ut ledninger. Ta ut en gel om gangen, og tørk av. 

Ta ut den fremste gelen først. 

 Knekk opp med en spade. Løft av den minste platen fra motsatt side av buen. 

 Dra av den øvre platen oppover (løft av fra nederst).  

 Kutt av brønnene og kast i gul avfallsboks. Legg vått filterpapir på gelen, og klem lett 

sammen. Snu opp ned så du har filterpapiret i venstre hånda. 

 Sett spaden loddrett ned i sporet (der teipen satt) og trykk lett slik at gelen løsner.  

 Løft platen forsiktig opp, og se til at gelen nå sitter på filterpapiret. Hold gjerne en 

finger nederst på membranen for å sørge for at den sitter igjen på filterpapiret. 

 Skjær av nedre del av gelen, og lag sandwich: 

- Pad 

- Filterpapir + Gel 1  

- Membran (bruk rulle for god kontakt) 

- Filterpapir 

- Pad 

- Filterpapir + Gel 2  

- Membran (bruk rulle for god kontakt) 

- Filterpapir 

- Pad 

 Skyll elektroforesekammer i dH2O, og monter sandwichen (i blottmodulen) i 

kammeret. Trykk godt ned og lukk klemmen. Tøm ut vann. 

 Fyll indre kammer med transferbuffer opp til de hvite skruene (sjekk at det ikke 

lekker). 

 Fyll ytre kammer 2/3 fullt med kaldt dH2O. 

 Sett på lokk, montér ledninger. Sjekk at elektrodene sitter i sporene slik de skal. 

 Blotting: 30 V, 90 min (still inn tid på nedtelling!). Sjekk strømstyrken (A) ved start og 

slutt. Skal være (ca.) likt. Sjekk også temp. Noteres ned på skjema for «NuPAGE ELFO & 

WB». 
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6. NÅR BLOTTING ER IGANGSATT 

- Rydd det som kan ryddes (la det stå igjen en lilla boks per boks du kjører) 

- Lag 5 % melkeløsning: 10 g melkepulver + 200 mL TBS-T (røres med magnet). 

- 60 min pause. 

7. NÅR BLOTTINGEN ER FERDIG: BLOKKERING 

 Tøm 5 % melkeløsning i en lyseblå boks. Fyll dH2O i en lilla boks. 

 Slå av, trekk ut ledninger, ta ut og åpne blotmodulen over lilla plastboks. 

 Legg pads i dH2O (må ikke komme i kontakt med deconex). Filtrene kastes.  

 Membraner legges i en boks med melkeløsning og settes på gyrorockeren i 2 timer 

(hastighet: 20). (kan stå over natt i kjøleskap…) 

 Finn glassplate, kniv, linjal, blyant, pasteurpipette, markørvektskjema, og boks med 

TBS.  

 Finn fram rør for primært antistoff-løsning, og merk disse med antistoff, initialer og 

dato. 

 Vask elektroforese-kamrene. 

 1 time pause. Ta en treningsøkt! 

8. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 Skyll 2 x 2 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 Hvis du har blokkert over natt: 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

9. MENS DU VASKER - LAG PRIMÆRT ANTISTOFF 

 Finn fram antistoff for de fosfoproteinene som skal studeres. Vortex og sentrifuger 

antistoffene før du bruker de. Noter ned hvilke antistoff du bruker. 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 10 mL 5 % melkeløsning med 40 mL TBS-T i 50 ml rør. 

(0,05 g skummet melk pulver + 5 ml TBS-T) 

 Antistoff tines og spinnes ned. Antistoff blandes med 1% melkeløsning. 

- FOXO (1 : 400); 10 mL + 25 uL  

- HSP70 (1 : 4.000); 10 mL + 2,5 uL 

- MURF (1 : 500); 10 mL + 20 uL 

- aB-Crystallin (1 : 4.000) ; 10 mL + 2,5 uL 

 

- Ubiquitin: 1:500 (ant. membraner x (5mL 1% melk + 10 uL antistoff)). Trenger 

ikke kutte etterpå hvis du kjører ubiquitin. 

Pipetter 5 mL 1 % melkeløsning i hvert rør, og pipetter primært antistoff i riktig rør. 
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10. KUTTING 

 Bruk pasteurpipette til å fukte glassplaten med TBS fra boksen med TBS du har funnet 

frem.  

 Legg membranen på glassplaten med proteinsiden opp, og bruk linjal og blyant for å 

tegne opp hvor det skal kuttes (Vær sikker på at du ser på riktig «kart») 

- FOXO (ca. 75-85 kda - veldig nær HSP70! derav MOPS buffer) 

- HSP70 (70kda) 

- MURF (40 og 55 kda (to bånd)) 

- aB-Crystallin (22kda) 

 Skriv nytt navn til høyre på hver membrandel, og kutt i vei. Noter ned hvilke nr. som er 

hva. 

 Legg den ferdigkuttede membranen i boksen med TBS. 

 Ta membranene opp av boksen med TBS og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn). 

 Legg rørene på roller mikser i kjøleskap over natt (hastighet: 7). 

 Sett TBS, TBS-T, dH2O og 5 % melkeløsning i kjøleskap, og vask opp. Ferdig. 
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DAG 2 

10. VASKING 

 Sjekk at Chemi Doc er påslått. Ta TBS, TBS-T og melkeløsning ut av kjøleskapet (TBS og 

TBS-T røres og varmes). 

 Bruk pinsett for å ta membranene ut av rørene. Ta vare på rørene med antistoffer 

(Tilsett ProClin – 10uL / 5 mL). 

 Skyll membranene 2x i TBS-T. 

 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

11. INKUBERING I SEKUNDÆRT ANTISTOFF 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 20 mL 5 % melkeløsning med 80 mL TBS-T med magnet. 

 (0,15g skummet melk pulver + 15ml TBS-T) 

 Finn frem sekundært antistoff. Noter ned hvilket antistoff du bruker. Vortex og 

sentrifuger. 

 Tilsett 30 mL 1 % melkeløsning i 50ml rør, og tilsett 1 eller 10 µL sekundært antistoff  

o HSP70 og aB-C: goat-anti-mouse konjugat, (1 : 30.000); 30 mL + 1 uL 

o Ubiquitin, Foxo og Murf: Anti-rabbit IGg HRP-linked, (1 : 3.000); 30 mL + 10 uL  

 Legg membranene i løsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time på gyrorocker 

(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm. 60 min pause – spis litt) 

12. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

13. BILDER 

 Mens membranene vaskes: Finn fram et lite rør (15ml) og pakk det inn i 

aluminiumsfolie. 

 Bland substratvæske i røret (6ml + 6ml), vortex røret og sett i mørkt skap (omtrent 1 

mL total mengde per bilde). 

 Legg på membranene i maskina med proteinsida opp (la de være litt våte av TBS). Pass 

på at det ikke er noen luftbobler. Posisjoner membranene rett og midt i og ta vanlig 

blide          (> custom > membrane). 

 Dekk membranene helt med substratvæske. Vent 2-3 minutter. 

 Lag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel  blots  chemi hi 

sensitivity. 
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 Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre. Legg membranene i boks med 

TBS. 

-------------------------------------------- Tørk og frys ned membranene med mindre du skal 

strippe… 

14. STRIPPING, VASKING OG BLOKKERING 

 Skyll membranene 2-3 ganger i TBS-T. 

 Strip membranene med «Restore PLUS Western blot stripping buffer» i 10 min på 

gyrorocker 

 Skyll membranene 5 x 1 min i dH2O. Benytt ny plastboks. 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

 Lag 5% melkeløsning og blokkér i 60 min.  

 Bland 10 mL 5 % melkeløsning med 40 mL TBS-T (forberedelse til antistoff-inkubering) 

 Finn fram rør for primært antistoff-løsning, og merk disse med antistoff, initialer og 

dato. 

 45 min pause. 

15. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 Skyll 2 x 2 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

16. INKUBERING I PRIMÆRT ANTISTOFF (TOTAL-PROTEINER) 

 Finn fram antistoff for de total-proteiner som skal studeres (se tidl.). 

 Antistoff tines og spinnes ned.  

 Pipetter 5 mL eller 10 mL 1 % melkeløsning i hvert rør/boks, samt riktig primært 

antistoff. 

 Ta membranene opp av TBS-T-løsningen og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn). 

 Legg rørene på roller mikser i kjøleskap over natt (hastighet: 7). 

 Sett TBS, TBS-T og 5 % melkeløsning i kjøleskap. 

 Rydd/vask! 

 Ferdig for dagen! 
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DAG 3 

17. VASKING 

 Ta TBS, TBS-T og melkeløsning ut av kjøleskapet (TBS og TBS-T røres og varmes). 

 Bruk pinsett for å ta membranene ut av rørene.  

 Tilsett ProClin og ta vare på rørene med antistoffer. 

 Legg membranene i lyseblå plastboks og skyll to ganger i TBS-T. 

 3 x 5 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

18. INKUBERING I SEKUNDÆRT ANTISTOFF 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 20 mL 5 % melkeløsning med 80 mL TBS-T med magnet. 

 Lag sekundært antistoff. Sjekk tidligere for blandingsforhold. 

 Legg membranene i løsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time på gyrorocker 

(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm. 

 60 min pause. 

19. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 3 x 5 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

20. BILDER 

 Mens membranene vaskes: Finn fram et lite rør (15ml) og pakk det inn i 

aluminiumsfolie. 

 Bland substratvæske i røret (6ml + 6ml), vend på røret og sett i mørkt skap (omtrent 1 

mL total mengde per bilde). 

 Legg på membranene i maskina med proteinsida opp (la de være litt våte av TBS). Pass 

på at det ikke er noen luftbobler. Posisjoner membranene rett og midt i og ta vanlig 

blide (> custom > membrane). 

 Dekk membranene helt med substratvæske. Vent 2-3 minutter. 

 Lag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel  blots  chemi hi 

sensitivity. 

 Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre. Legg membranene i boks med 

TBS. 

 Membraner det skal gjøres flere analyser på, vaskes og fryses ned. 

 Rydd/vask! 


