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1. Zweck und Geltungsbereich: 
How the BCA Protein Assay Detects Protein: 

The BCA Protein Assay combines the well-known reduction of Cu2+ to Cu1+ by protein in an alkaline 
medium with the highly sensitive and selective colorimetric detection of the cuprous cation (Cu1+) by 
bicinchoninic acid. The first step is the chelation of copper with protein in an alkaline 
environment to form a light blue complex. In this reaction, known as the biuret reaction, peptides 
containing three or more amino acid residues form a colored chelate complex with cupric ions in an 
alkaline environment containing sodium potassium tartrate. 

In the second step of the color development reaction, bicinchoninic acid (BCA) reacts with 
the reduced (cuprous) cation that was formed in step one. The intense purple-colored reaction 
product results from the chelation of two molecules of BCA with one cuprous ion. The BCA/copper 
complex is water-soluble and exhibits a strong linear absorbance at 562 nm with increasing 
protein concentrations. The BCA reagent is approximately 100 times more sensitive (lower limit of 
detection) than the pale blue color of the first reaction 

 
 
2. Definitionen / Begriffe: 
 
3. benötigte Geräte: 

Gerät / Hersteller Geräte-Nr. 
Ultraschallgerät UP50H mit Sonotrode MS1, Welabo Nicht nötig 
Ultra-Turrax, Welabo Nicht nötig 
Victor 3, Perkin Elmer Nicht nötig 

 

 
4. benötigte Materialien: 

Beschreibung / Hersteller Material / Bestell-Nr. 
Dulbecco9s PBS w/o Mg/ Ca / Biochrom L1825 
Sodium dodecylsulfate (SDS), Sigma L-3771 
Nonidet-P40, Biomol N3500 
Na-deoxycholat, Roth 3484.1 
Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo 23225 
  
Complete, Mini, Roche 11 836 153 001 
Eppendorf-Reaktionsgefäße 1,5ml 0030.120.086 
96-F-Mikrotiterplatten  
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5. benötigte Lösungen: 
 
RIPA-Puffer nach Abcam (Lagerung bei 4°C unbegrenzt): 
 
50 mM Tris pH = 8 
150 mM NaCl 
1 % NP-40    
0,5 % Na-deoxycholat  
0,1 % SDS   
 
RIPA+Complete 
1 Tablette Complete, Mini in 10 ml RIPA lösen (bei sehr straker Proteaseaktivität 1 
Tab./7 ml RIPA). Aliquots a 1 ml machen und diese bei 320°C lagern (12 Wochen!!) 
 
 
6. Durchführung:  
 
6.1 Proteinisolation 

 
A. Zellen: 
Zellpellet in RIPA+Complete kann für längere Zeit bei 380°C aufbewahrt werden. 
Zur Zell-Lyse stark vortexen,, anschließend Probe sonifizieren (2 x 30 sec) 
(10 Stöße). 
 
B. Gewebe: 
Gewebestück in RIPA+Complete homogenisieren, anschließend mehrmals 
sonifizieren, Zelltrümer für 10 min bei 10 000 rpm und 4°C abzentrifugieren und 
Überstand in ein neues Eppi sammeln. 
 

 
6.2 Herstellung des BSA Standards 
 
Jede Ampulle enthält 1 ml BSA Standard in einer Konz. von 2 mg/ml. 
Sensitivität beträgt 125-2000 µg/ml = 0,125-2 µg/µl (zum Vergleich: der Dc Protein 
Assay Kit von BioRad hat eine Sensitivität von 0,2-1,5 µg/µl). 
Standard in saubere Eppis ansetzen und Reste bei -20°C aufbewahren. 
Kennzeichnung:  
In was ist Standard angesetzt?  
Wer hat angesetzt?  
Wann wurde angesetzt? 
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Konzentration 
(µg/µl) 

Probe BSA-Standard (µl) PBS oder RIPA (µl) 

2 A 300 0 
1,5 B 375 125 
1,0 C 325 325 
0,75 D 175 von B 175 
0,5 E 325 von C 325 
0,25 F 325 von E 325 
0,125 G 325 von F 325 
0,025 H 100 von G 400 
0 = BLANK I 0 400 

   
6.3 Herstellung des BCA Working Reagent (WR) 
 
Volumen des WR nach folgender Formel bestimmen: 

 

(# standard + # Proben) x (# Anzahl Replikate) x (Volumen WR pro Probe = 200 
µl) = Volumen WR 
 

Beispiel mit 3 Proben: 

(9 + 3) x 2 x 200 µl = 4,8 ml WR benötigt (immer etwas mehr ansetzen als man für den 

Ansatz braucht!) 

 
WR ansetzen: 50 Teile Reagent A + 1 Teil Reagent B (50:1, Reagent A:B). Für das 

obere Beispiel: 5 ml A + 100 µl B. WR ist stabil für mehrere Tage wenn es geschlossen 

bei RT aufbewahrt wird. 
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6.3 Microplate Assay Protocol 
 

 
÷ Proben werden 1:6 mit PBS verdünnt, dicke Zellpellets werden / können auch 

bis 1:20 verdünnt. (4µl Probe und 20µl PBS =1:6) mixen!!! 

÷ Je 10 µl Standard bzw. Probe in eine 96well Platte pipettieren (Duplets!) 

÷ 200 µl WR zusetzen und Platte auf dem Schüttler für 30 sec platzieren 

÷ Platte mit einem Deckel / Folie schließen und 30 min bei 37°C (Brutschrank) 

inkubieren 

÷ Platte auf RT abkühlen 

÷ Absorption bei 562 nm (Inkubationszeit kann bis auf 2 h verlängert werden). Die 

Absorption kann generell bei einer Wellenlänge von 540-590 nm gemessen 

werden. 

 
 
 
7. Änderungsdienst: 
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1. Zweck und Geltungsbereich: 

Diese Arbeitsanweisung regelt die Abläufe für den elektrophoretischen Transfer 
von Proteinen aus einem Gel auf eine Membran und anschließende Detektion 
unter Verwendung von mono- und/oder polyklonaler Antikörper.  

 

2. Definitionen / Begriffe: 

 

TBS:   Tris-gepufferte Salzlösung 

RT:   Raumtemperatur 

SDS:   Natriumdodecylsulfat 

APS:   Ammoniumpersulfat 

TEMED:   N,N,N9,N9-Tetramethylethylendiamin 

AK:   Antikörper 

 

3. benötigte Geräte: 

Gerät / Hersteller Geräte-Nr. 
Mini-PROTEAN Tetra Cell / BioRad Nicht nötig 
BioRad Turbo Blot Nicht nötig 
PowerPac HC Power Supply / BioRad Nicht nötig 
Schüttler  
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4. benötigte Materialien: 

Beschreibung / Hersteller Material / Bestell-Nr. 
Glasplatten (0,75 mm), BioRad 165-3329 
Casting Stands, BioRad 165-3303 
Casting Frames, BioRad 165-3304 
Filterpapier 2,5 mm, Invitrogen LC2010 
Nitrocellulose-Membran (0,2 µm), VWR 39-1010 
Falconröhrchen  
Tris HCl, Calbiochem 648317 
Tris Base, Calbiochem 648310 
30 % Acrylamide/Bis Solution 37,5:1, BioRad 161-0158 
Glycin, Roth 3908.2 
APS, Sigma A-3678 
TEMED, Roth 2367.3 
PonceauS, Serva 33427 
Methanol, Merck 1.06009.2511 
SDS, VWR 444464T 
Mercaptoethanol, Sigma M7154 
Glycerol, Roth 3783.1 
Bromphenolblau, Roth A512.1 
Tween 20, Sigma P5927 
Roti-Mark Western Set, Roth 0947.1 
BSA, Roth  
Milchpulver, Roth T145.2 
ECL Western Blotting Substrate, Pierce 

(Thermo) 32209 
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5. Durchführung:  

5.1 Lösungen & Puffer 

Laufpuffer (Elphopuffer) (kein pH einstellen!!) 

 

1 x Puffer    für 10 x Puffer 

25 mM Tris, pH 8,3-8,8   30,3 g 
192 mM Glycin   144,2 g 
0,1 % SDS    10 g 
     ad 1000 ml H2O 

Tris-Glycine Transferpuffer (kein pH einstellen) - 6 Monate bei RT haltbar! 

 

1 x Puffer     für 25 x Puffer 

12 mM Tris-Base     18,2 g 
96 mM Glycin    90 g 
      ad 500 ml H2O 

Blotting-Puffer (2 x Tris-Glycine Transferpuffer) 

      Für 2 Minigele Für 4 Minigele 

25 x Transferpuffer    40 ml   60 ml 
Methanol     50 ml   75 ml 
H2O       ad 500 ml  ad 750 ml 

4 x Trenngelpuffer 

1,5 M Tris 91 g  (pH 8,8) 
0,4 % SDS 2 g SDS 

ad 500 ml H2O 
4 x Sammelgelpuffer 

0,5 M Tris 6,05 g  (pH 6,8) 
0,4 % SDS 0,4 g SDS 

ad 100 ml H2O 

Ponceau S (dunkel bei RT aufbewahren, kann mehrmals verwendet werden) 

0,1 % Ponceau 

3 % Trichloressigsäure 
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TBS 

1 x Puffer    für 10 x Puffer 

7,7 mM Tris (pH 7,5)   12,1 g  
150 mM NaCl    87,7 g 
 

     ad 1000 ml H2O 

4 x Tris-Glycine SDS Sample Buffer(4 x Laemmli-Puffer) 

 
- bei 4°C aufbewahren, 6 Monate haltbar! Vor Gebrauch auf RT aufwärmen bis 
sich das SDS vollständig gelöst hat! 

 
252 mM Tris-HCl   2,5 ml 1 M Tris-HCl, pH 6,8 
40 % Glycerol   4 ml 
8 % SDS    0,8 g 
0,01 % Bromphenolblau  eine Spatelspitze 
     Ad 10 ml H2O 

: Laemmli-Puffer mit 20 % Mercaptoethanol zusetzen!! (80 µl 
Laemmli + 20 µl Mercapto) 
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5.2 Giessen von SDS-Polyacrylamidgelen 

 
Glasplatten mit 70 % EtOH reinigen und die Gelgiessapparatur zusammenbauen 
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Die folgenden Tabellen enthalten Mengenangaben für die Zusammensetzung der 
SDS-Gele  

Mengenangaben 1 Trenngel    Mengenangaben 2 Trenngele 
 

 
 

jeweils + 1,875 ml 4 x Trenngelpuffer               jeweils + 3,75 ml 4 x Trenngelpuffer 
 + 10 µl TEMED      + 20 µl TEMED 
 + 25 µl 10% APS     + 50 µl 10% APS 
 

ACHTUNG: Der Polymerisationsprozess startet sofort nach Zugabe von APS. Daher 
APS erst zum Schluss zugeben und die Gelkomponenten durch schwenken 
vermischen. 

Das Gel wird sofort zwischen die Glasplatten gegossen (mit Hilfe einer Pipette, 
einmal Auf- und Abpipettieren).  
Das Trenngel wird sofort mit 70 % EtOH überschichtet. Nach der Polymerisation (20 
min) das EtOH abgießen und durch das Sammelgel ersetzen.  
 
Mengenangaben 1 Sammelgel  Mengenangaben 2 Sammelgele  
 
650 µl 30% Acrylamid   1300 µl 30% Acrylamid 
3 ml H2O     6 ml H2O 
1,25 ml 4 x Sammelgelpuffer   2,5 ml 4 x Sammelgelpuffer 
10 µl TEMED    20 µl TEMED 
25 µl 10% APS    50 µl 10% APS 
 

Jetzt den Kamm einsetzen und ca. 20 min warten bis das Gel auspolymerisiert. 

 % 30% 
Acrylamid 
(ml) 

H2O (ml) 

>250kDa 
 

5 1,25 4,375 

250-120 
kDa 
 

7,5 1,875 3,75 

120-40 kDa 
 

10 2,5 3,125 

40-15 kDa 
 

12 3 2,625 

<20 kDa 
 

15 3,75 1,875 

% 30% 
Acrylamid 
(ml) 

H2O 
(ml) 

5 2,5 8,75 

7,5 3,75 7,5 

10 5 6,25 

12 6 5,25 

15 7,5 3,75 
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Zurzeit werden nur fertige Gele verwendet!!! 

Mini-Protean TGX Stain-Free Gels, 4-15%, 12%..etc&. 
15-well / slots, 15µl maximales Probenvolumen 
Proben mit Laemmli-Puffer (1:4 zur Probe) versetzen und 5 min bei 95 °C erhitzen. 

Proben sofort auf Eis und das Gel beladen, Proteinleiter nicht vergessen!!! 

 
Bei Verwendung eines 10 er Kamm 
Maximales Probenvolumen bei 0,75 mm Gelen: ~25 µl 
Maximales Probenvolumen bei 1,0 mm Gelen: ~35 µl 
Maximales Probenvolumen bei 1,5 mm Gelen: ~45 µl 
Bei Verwendung eines 15 er Kamm 
Maximales Probenvolumen bei 1,0 mm Gelen: bis 16 µl 
 
5.3 SDS-PAGE 

 

Kammer mit Laufpuffer auffüllen, mit 60 V starten und sobald die Proteine durch das 
Sammelgel gewandert sind mit 110-130 V fortsetzen, 20 min.  

Dauer: 1-2 Stunden. Stoppen, wenn der Marker anfängt auszulaufen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

79



Orthopädie und Unfallchirurgie 04.04.2020 
Western Blot Semi-Dry Blotting 

8 
 

Mini-Protean TGX Stain-Free Gels werden nach dem Gellauf im ChemiDoc MP  
detektiert, das ist notwendig für die Normalisierung der Proben!!!!! 
 

5.4 Transfer  

Nach dem Gellauf, erfolgt die Aufnahme des Gels mit dem ChemiDoc MP 

Kurz die Gele in Blotting-Puffer äquilibrieren lassen.  

Aufbau des Transfers: 

 
 

- Blotting-Papier und Membran werden vor dem Aufbau in Blotting-Puffer 
befeuchtet. Luftblasen entfernen! 
Transfer wie aufgelistet aufbauen: 

     Kathode (roter Deckel) 

                                                              1 x 2,5 mm Blotting-Papier 

                                                              Gel 

                                                              Nitrocellulose-Membran 

                                                              1 x 2,5 mm Blotting-Papier 

     Anode (unten) 

Transferzeit: hängt ab vom Wassergehalt des Gels, Bsp. 12%iges Gel  

                      15 min, andere Gele für 10-30 min bloten! 
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Optional (früher) 
Anschließend Ponceau S-Färbung der Membran (2-3 min). Membran mit Wasser und 
anschließend mit TBS / 0,1 % Tween20 entfärben. 
 
 

5.5 Immunmarkierung 

Je nach Antikörper und Herstellerangaben sind Puffer und Inkubationszeiten 
unterschiedlich. Die tatsächliche Vorgehensweise kann daher von diesem Protokoll 
abweichen (siehe AK-data sheet) 

÷ Blocken der Membran für 1 Std. bei RT mit TBS / 0,1 % Tween 20 (TBS/T) +    
5 % Milchpulver oder 5 % BSA (oder ON bei 4°C) 

÷ Inkubation mit dem 1. AK in TBS / 0,1 % Tween 20 (TBS/T) + BSA oder 
Milchpulver (1-5 %) für 2 Std. bei RT oder ON bei 4°C 

÷ 3 x 5 min waschen mit TBS/T (=Waschpuffer) 
÷ Inkubation mit dem 2. AK in Waschpuffer für 1 Std. bei RT (DUNKEL) 
÷ 3 x 5 min waschen mit Waschpuffer (DUNKEL), die Blots werden in TBS 

aufbewahrt. 
÷ Detektion mit ChemiDoc MP 

   
 

6. Änderungsdienst: 
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