ROTI®Nanoquant

Zur Proteinbestimmung kleiner Proteinmengen
Lagertemperatur: +4 °C

A. Einleitung

ROTI®Nanoquant wurde von uns entwickelt als Modifika
tion der Proteinbestimmung nach Bradford (1,2).

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250 kommt in
drei Zustanden vor, die jeweils bei unterschiedlichen
Wellenlangen absorbieren (Abb.1). Durch Bindung an
ein Protein wird der Farbstoff vom kationischen in den
anionischen Zustand Uberflhrt, die Absorption kann bei
595 nm gemessen werden. Diese Absorptionséanderung
ist Uber weite Bereiche zur Proteinkonzentration
proportional und wurde als erstes von Bradford zur
Konzentrationsbestimmung verwendet (1). Coomassie
Brilliant Blue-G250 bindet hauptsachlich an basische
Aminosauren (2). Dies erklart die unterschiedlich starke
Absorption verschiedener Proteine. Es empfiehlt sich
daher, die Absorptionsmessungen auf eine Eichgerade
mit BSA zu beziehen.

Mittels ROTI®Nanoquant kénnen Sie in wassrigen
Lésungen reproduzierbar Proteinmengen ab 200 ng
bestimmen (200 pl bei c=1 pg/ml im Standardansatz,
bzw. 50 pl bei c=4 pg/ml in Mikrotiterplatten).

Jede Probe wird bei 590 nm und 450 nm vermessen. Die
Linearitat ergibt sich aus dem Quotient ODsgo/450.

Abb.1: Drei absorbierende Zustande von CBBG 250 (3)
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5”"” Leichte Farbvariationen der 1x Farbelosung sind Farbstoff-

chargenabhéangig und beeintrachtigen die Messungen nicht.
Im Falle einer Blaufarbung der Stocklésung oder der 1x
Gebrauchslésung vor dem Mischen mit den Proteinen siehe
Trouble Shooting (H).

B. Rezepte
Arbeitslosung ROTI®Nanoquant:
20 ml ROTI®Nanoquant (5x-Konz.) +80 ml H2Odq

Die Arbeitslésung ROTI®Nanoquant muss nicht filtriert
werden. Bei Raumtemperatur fur etwa eine Woche
haltbar.

BSA-Konzentrationen fir die Eichreihe:
200 ng/200 pl =1 pyg/ml  bis
20 ug/200 pl =100 pg/mi

C. Proteinbestimmung in Kiivetten

1. Pipettieren Sie in Klivetten:

o fiir den Nullwert der Eichgerade (Probe 1): 200 pl
H20u4q + 800 pl Arbeitslosung ROTI®Nanoquant.

o fiir die Eichreihe (Probe 2-Probe S): je 200 ul der

Standards + 800 pl Arbeitslésung ROTI®Nanoquant

o fiir die eigentliche Bestimmung (Probe T bis Probe
Z): je 200 pl Ihrer Proben + 800 pl Arbeitslosung
ROTI®Nanoquant

2. Mischen Sie durch mehrmaliges Invertieren.

3. Pipettieren Sie bitte reines H204qq in lhre
Referenz-Kivette.

4. Messen Sie die ODsgo aller Ansatze (Probe 1 bis
Probe Z) gegen das reine H2044 als Referenz
(siehe Abb.2).

5. Messen Sie die ODaso aller Ansatze (Probe 1 bis
Probe Z) gegen reines H204q als Referenz
(siehe Abb.2).

6. Tragen Sie den Quotient ODsg0/ODa4s0 gegen die
eingesetzte Proteinmenge auf (siehe Abb.3). Die
Proteinmenge in Ihrer Probe kénnen Sie anhand
der Eichgerade ablesen.

Messung der Proben 1 bis Z
gegen H;044 als Referenz bei 590 und 450 nm:
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Abb. 2

Untere Nachweisgrenze:
0,2 pg Protein (200 pl mit c=1 pg/ml)
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Abb. 3 (Klvettentest)

D. Proteinbestimmung in Mikrotiterplatten

1. Bendtigte Ausstattung
o Mikrotiterplatte
e ELISA Reader
e BSA-Stammlésung (400 pug/ml);
Wir empfehlen unsere lyophilisierten Albumine,
z.B. Fraktion V, Europe (Best.-Nr. 8076) oder
Albuminlésung 30 % (Best.-Nr. 9401)
2. Verdiinnen Sie die zu vermessenden Proben, z.B.:
Verdlnn. der Probe Pipettierschema
1:20 10 pl P + 190 pl HyOuq
1:40 5 ul P + 195 pl HoOgq
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3. Pipettieren Sie je 50 I der Standard-Verdiinnungs
reihe und der Proben-Verdinnungen in die Wells der
Mikrotiterplatte. Wir empfehlen jeweils zumindest
Doppelbestimmungen durchzufthren.

4. Verdinnen Sie bitte 1 Teil ROTI®Nanoquant (5x) mit
4 Teilen H2044 und pipettieren Sie von dieser Arbeits
I6sung je 200 pl zu den vorgelegten Standards und
Proben.

5. Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte fur 5 min bei RT
und vermessen Sie anschlieRend die ODsgo und
nachfolgend die ODaso.

6. Tragen Sie den Quotient ODsgo/ODyso fiir jede Probe
gegen die eingesetzte Proteinmenge auf.

Untere Nachweisgrenze:

0,2 ug Protein (50 pl mit c=4 ug/ml)

E. Standard-Verdiinnungsreihe

Stellen Sie nach dem Pipettierschema (s. u.) die
Standard-Verdinnungsreihe her. Wir empfehlen,
zunachst die BSA-Losungen mit den Konzentrationen
10 und 100 pg/ml aus der Stammlésung (400 pg/ml)
herzustellen (fett gedruckt). Ausgehend davon lassen
sich die restlichen Konzentrationen leicht einstellen.

Pipettierschema:

BSA (ug/ml) ul aus BSA-Verd. Ml H2044

0 - 200

1 20 pl aus 10 ug/ml 180
2,5 50 pl aus 10 pg/ml 150

5 100 pl aus 10 ug/ml 100
10 40 pl aus 100 pg/ml 360
25 50 pl aus 100 pg/ml 150
50 100 pl aus 100 pg/mi 100
75 150 pl aus 100 pg/mi 50
100 200 pl aus 400 pg/ml 600

F. Tips fiir groRere Pipettiergenauigkeit

1. Tauchen Sie die Spitze bitte nur wenige mm in die
Flussigkeit ein.

2. Halten Sie die Pipette bitte senkrecht.

3. Benetzen Sie die Spitze bitte vor der eigentlichen
Probenentnahme mit der Proteinlésung.

4. Legen Sie die Spitze bei der Fllssigkeitsabgabe
bitte an die GefalRwand an.

5. Verwenden Sie bitte Spitzen hdchster Qualitat.
Wir empfehlen unsere Multi®-Universalspitze
1-200 pl (Best.-Nr. 7058.1) und 100-1000 pl
(Best.-Nr. 8163.1).

G. Kompatibilitat

Gundlegend ist die Proteinquantifizierung nach Bradford
eine sehr stérungsanfallige Methode, und die beim
ROTI®Nanoquant vorliegende Modifizierung fiir sensitive
Nachweise verstarkt diese Problematik eher zusatzlich.
Storungsfrei arbeitet der Nachweis ausschliefilich bei
Proteinen in einer leichten Salzldsung wie maximal 1 x
PBS oder ahnlichen Phosphatpuffern. Niedrig
konzentrierte Trispuffer wie 1x TBS kénnen ebenfalls
eingesetzt werden. Bitte achten Sie jedoch darauf, dass
das Protein fir die Standardisierung im selben Puffer
angesetzt wird, in dem auch die Proben vorliegen.
Stoérungsanfallig ist der Nachweis v.a. fur Detergenzien,
aber auch fur andere Substanzen wie z.B. Glycerin
(siehe Tabelle).

stéorungsfreie Maximalkonzentration
Triton X 100 0,025 %
SDS 0,005 %
Chaps 0.03 %
Desoxycholat 0,002 %
Glycerin 5 %

Grundsatzlich empfehlen wir flir solche Proben die
Verwendung des ROTI®Quant universal Testsystems
(Best.-Nr. 0120). Dieses Detektionssystem beruht auf
einer Biuret-Reaktion und ist weitgehend unabhangig
von stérenden Substanzen

H. Trouble shooting

x Messwerte sind nicht reproduzierbar - Mischen Sie die
Stammldsung sorgfaltig vor dem Entnehmen eines Aliquots.
x Stammldsung oder 1x Farbelésung blau / Messwert der
Kontrolle sehr hoch / Kurve sehr flach - Lésung mit ortho-
Phosphorsaure bis zum Farbumschlag ansauern.

Hintergrund: Coomassie® G250 kann drei lonenzusténde mit
charakteristischen Farben annehmen (siehe auch Abb. 1,
Seite 1):

kationisch rot pH ~0 470 nm
neutral grun pH ~1 650 nm
anionisch blau pH =2 595 nm

Die Kationen besitzen als einzige lonenform eine starke
Proteinbindungseffizienz, neutrale oder anionische Formen
des Farbstoffs binden nur schwach. Fir eine effiziente
Proteinbindung mussen daher die Stammlésung rot-braun und
die 1x Farbeldsung rot-braun bis grinlich-braun gefarbt sein.
Verandert die Stammlsg. oder die 1x Lsg. die Farbe nach
Blau, sollte sie durch einige Tropfen ortho-Phosphor-saure
angesauert werden, so dass die kationische lonenform wieder
Uberwiegt.
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K. Sicherheitshinweise:

& & < Gefahr H226-H290-H302-H314
P210-P280-P303+P361+P353-P305+P351+P338

ROTI®Nanoquant  K880.2 50 ml
q
K880.3 200 ml
K880.1 500 ml
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