
EVOLUZIONE DEL 

WESTERN BLOTTING 



Western Blotting (1979-2008) 

BUFFER 

SAMPLE 

http://protocolsonline.com/wp-content/uploads/2010/04/SDS-PAGE_sample.png


Tutto avviene in 
opportuni tamponi. 

Western Blottin 



Rilevazione 

Luminolo Lastre fotografiche 



Esposizione delle lastre in camera oscura 

Sviluppo e fissaggio 



Trasferimento con nuovi sistemi per  
aumentare sensibilità e ridurre i  
tempi di lavoro. 

Variazioni del Western Blotting 

Sistemi per velocizzare Blocking e incubazioni anticorpali. 

Rilevazione con sistemi di 
acquisizione digitale delle immagini. 

Ciò permette di abbandonare la camera oscura. 

Anticorpi marcati con cianine 
(emissione in fluorescenza) anziché enzimi. 



Trasferimento con nuovi sistemi per  
aumentare sensibilità e ridurre i  
tempi di lavoro. 

Variazioni del Western Blotting 

Sistemi per velocizzare Blocking e incubazioni anticorpali. 

Rilevazione con sistemi di 
acquisizione digitale delle immagini. 

Ciò permette di abbandonare la camera oscura. 

Anticorpi marcati con cianine 
(emissione in fluorescenza) anziché enzimi. 



FILMATO 

Funzionamento trasferimento classico 

https://www.youtube.com/watch?v=VgAuZ6dBOfs 

https://www.youtube.com/watch?v=VgAuZ6dBOfs
https://www.youtube.com/watch?v=VgAuZ6dBOfs


Trasferimento con  
iBlot dry blotting system 

Sistema per il trasferimento di proteine su 
membrane, rapido (7-13 minuti) e 

privo di tamponi e metanolo. 



Trasferimento con  
iBlot dry blotting system 

Sistema per il trasferimento di proteine su membrane, 

rapido (7-13 minuti) e privo di tamponi e metanolo. 



iBlot dry blotting system 
ASSENZA DI TAMPONI 

BASATO SEMPRE SU UNA ELETTROFORESI 

Gel 

Nitrocellulosa/PVDF 

Anodo 

Catodo 

"Top buffer gel" 

"Bottom buffer gel" 
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Contiene un elettrodo di rame, il 
"Bottom Transfer Gel" ed una 

membrana di nitrocellulosa (0,2 µm) 
o PVDF. La membrana non richiede 

alcun pretrattamento prima dell'uso. 

Anodo iBlot 

Contiene un elettrodo 
di rame e lo strato di 
"Top Transfer Gel". 

Catodo iBlot 

Il "Transfer Gel" agisce come un serbatoio di ioni ed ha una 
composizione brevettata ottimizzata per garantire il blot 

ad alta qualità in soli 7 minuti. 

Pressione 

Funzioni: 



iBlot dry blotting system 
Programmi 

Programmi pre-impostati con diversi voltaggi e tempi da combinare 

in funzione delle necessità di trasferimento 



iBlot         Normale elettroBlot 

EFFICIENZA DI TRASFERIMENTO UGUALE O SUPERIORE 
AL METODO CLASSICO 

iBlot dry blotting system 
Efficienza 



FILMATO 

Funzionamento iBlot 

https://www.youtube.com/watch?v=3LqGnkfcZvU 

https://www.youtube.com/watch?v=d5_nZyj72us 1) 

2) 

https://www.youtube.com/watch?v=3LqGnkfcZvU
https://www.youtube.com/watch?v=3LqGnkfcZvU
https://www.youtube.com/watch?v=d5_nZyj72us
https://www.youtube.com/watch?v=d5_nZyj72us
https://www.youtube.com/watch?v=d5_nZyj72us


PREGI 
 
• Trasferimento molto rapido. 

 
• Efficienza del Blot. 

 
• Assenza di composti nocivi. 

 
• Strumento relativamente 
economico. 
 

DIFETTI 
 
• Costi elevati dei 
consumabili. 
 
• Poco efficiente con 
proteine ad alto PM. 

iBlot dry blotting system 
Pro e Contro 



Trans-Blot Turbo 



Trans-Blot Turbo 
Caratteristica principale 

Sistema ultrarapido (3’-10’) per il trasferimento di proteine da 
gel a membrane, in assenza di metanolo. 

• Per il traferimento da MINI (7.0 x 8.5 cm)  o  
MIDI gel (13.5 x 8.5 cm). 
 
• Non contiene metanolo. 

 
• Trasferimento rapidissimo (3’-10’). 

 
• Cassette indipendenti. 
  
• Protocolli presettati (ma modificabili). 



Possibilità di effettuare 2 trasferimenti 
contemporaneamente o sfasati nel tempo. 

Trans-Blot Turbo 



Trans-Blot Turbo 
Sistema elettroforetico 

Serbatoi di ioni consentono il trasferimento dal gel alla membrana 

Anodo e catodo sono costituiti dalle pareti delle due cassette 

Coperchio con catodo 

Base con anodo 



Diluizioni seriali di proteina caricate su gel 4-20% 

Trans-Blot Turbo 
Prestazioni 



FILMATO 

Funzionamento Trans-Blot Turbo 

https://www.youtube.com/watch?v=e5UUjkmchCY 

https://www.youtube.com/watch?v=e5UUjkmchCY
https://www.youtube.com/watch?v=e5UUjkmchCY


PREGI 
 
• Trasferimento rapidissimo. 

 
• Efficienza del Blot forse 
superiore all’iBlot. 

 
• Assenza di composti nocivi. 

 
• Consumabili economici. 

DIFETTI 
 
• Costo di acquisto 
dello strumento. 

 
• Utilizzabile solo nel 
trasferimento 

Trans-Blot Turbo 
Pro eo Contro 



Variazioni del Western Blotting 

Trasferimento con nuovi sistemi per  
aumentare sensibilità e ridurre i  
tempi di lavoro. 

Sistemi per velocizzare Blocking e incubazioni anticorpali. 

Rilevazione con sistemi di 
acquisizione digitale delle immagini. 

Ciò permette di abbandonare la camera oscura. 

Anticorpi marcati con cianine 
(emissione in fluorescenza) anziché enzimi. 



SNAP 2.0 

Sistema rapidissimo (30 minuti) per fasi di 
Blocking, incubazioni anticorpali e lavaggi 



SISTEMA 
CLASSICO 

SNAP 
Tempistiche 

SNAP 

Saturazione 
(Blocking) 1-8h 20 secondi 

Ab 1ario ≥1 h 10 min 

Lavaggio 20 min 1 min 

Ab 2ario ~1 h 10 min 

Lavaggio 20 min 1 min 

8-12 h Max 30 min 



Consente di ridurre significativamente i tempi 
grazie ad un sistema di aspirazione 

Utilizzo dello SNAP 



Funzionamento dello SNAP 
Fase di Blocking 

Lo SNAP garantisce che i pori della membrana 
siano adeguatamente bloccati e lavati 

(Nonfat Dry Milk) 



Nel Western tradizionale la 
membrana è sottoposta a 

fasi di diffusione. 

Lo SNAP aumenta 
l’esposizione delle proteine 

intrappolate nella membrana 

L’anticorpo in eccesso viene 
spinto all’esterno della 

membrana con 
riduzione del background 

Funzionamento dello SNAP 
Incubazione con gli anticorpi 



Lo SNAP aumenta 
l’esposizione delle proteine 

intrappolate nella membrana 

L’anticorpo in eccesso viene 
spinto all’esterno della 

membrana con 
riduzione del background 

Funzionamento dello SNAP 
Incubazione con gli anticorpi 

Vassoio per il recupero degli anticorpi. 

Gli anticorpi possono essere recuperati 



FILMATO 

Funzionamento Snap 2.0 

https://www.youtube.com/watch?v=65x1O71GRPc  

https://www.youtube.com/watch?v=65x1O71GRPc
https://www.youtube.com/watch?v=65x1O71GRPc


Variazioni del Western Blotting 

Trasferimento con nuovi sistemi per  
aumentare sensibilità e ridurre i  
tempi di lavoro. 

Sistemi per velocizzare Blocking e incubazioni anticorpali. 

Rilevazione con sistemi di 
acquisizione digitale delle immagini. 

Ciò permette di abbandonare la camera oscura. 

Anticorpi marcati con cianine 
(emissione in fluorescenza) anziché enzimi. 



Fluorescenza 

È un caso particolare di luminescenza che 
cessa quando termina la causa di eccitazione 

Assorbimento da parte di una molecola di una radiazione con 

emissione di un’altra radiazione a lunghezza d’onda maggiore 



SPOSTAMENTO DI STOKES 

Tale aumento è definito 
spostamento (shift) di Stokes. 

Assorbimento di un quanto di energia (hע) 
che porta la molecola in uno stato eccitato 
da cui può tornare nello stato fondamentale 
con una o più transizioni successive. 

Assorbimento da parte di una molecola di una radiazione con 

emissione di un’altra radiazione a lunghezza d’onda maggiore 



FLUORESCENZA 

En
er
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a 

Lunghezza d'onda (nm) 

Dipende dalla "natura elettronica" della sostanza. 
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Assorbimento da parte di una molecola di una radiazione con 

emissione di un’altra radiazione a lunghezza d’onda maggiore 



SUBSTRATI FLUOROGENICI 
Studi funzionali di attività enzimatica 

7-amino-4-methylcoumarin 



SUBSTRATI FLUOROGENICI 
Studi funzionali di attività enzimatica 

FXa 

Fluoroforo libero 



FVIIa 

TF FX 

FX 
TF Ca2+ 

FVIIa 

FXa 

Substrato 

fluorogenico 

FXa 

TF Ca2+ 

FVIIa 

10’ a 37°C 

STUDIO ATTIVITÀ 
ENZIMATICA 

IN VITRO 



Risposta sigmoidale 

APPLICAZIONE DELLA FLUORIMETRIA 

Risposta lineare 
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1 

2 

3 
Bianco 

Fluorimetro 



Si calcola la derivata prima per poter individuare  
i massimi, i minimi e l’andamento della funzione. 

C+ 
1 
2 
3 
4 
C- 
5 
6 
7 
8 
9 

Fl
u

o
re

sc
en

za
 

tempo (min) 

SUBSTRATI FLUOROGENICI 
Studi funzionali di attività enzimatica 

Fluorimetro 



Cianine 

Composti solubili, fluorescenti a basso ingombro sterico. 

Ideali per marcare proteine e DNA 



Cianine 

Cy = cyanine 

3-5-7 = numero di atomi di C presenti tra due gruppi 

.5 = aggiunta di gruppi benzilici 

Struttura generale di una cianina 

[ ] 
R1 R2 

Esempi di spettri di assorbimento/emissione 



Cianine 

Cy = cyanine 

3-5-7 = numero di atomi di C presenti tra due gruppi 

.5 = aggiunta di gruppi benzilici 

Struttura generale di una cianina 

[ ] 

n = 1   Cy3  (3 atomi di C) 

n = 2   Cy5  (5 atomi di C) 

n = 3   Cy7  (7 atomi di C) 

R1 R2 

Aumento solubilità Aumento solubilità 

siti di modificazione chimica 
(es. acidi carbossilici) o di 
marcatura ("labelling", es. Ab) 

siti di modificazione chimica 
(es. acidi carbossilici) o di 
marcatura ("labelling", es. Ab) 



Cianine 

Derivati solfonati 

Cy = cyanine 

3-5-7 = numero di atomi di C presenti tra due gruppi 

.5 = aggiunta di gruppi benzilici 

Altri tipi di molecole fluorescenti: 



- Adatti al Western Blot. 
 

- Sistema stabile per settimane. 
 
- Risparmio di tempo e denaro. 
 

- Si ottengono immagini digitalizzate. 
 

- Sistema con grande linearità di risposta alle concentrazioni del campione. 

Proteina 1 
Proteina 2 

Fluorescenze diverse consentono 
la visualizzazione di più target 

Proteina 1 

Proteina 2 

 e…… 

- No incubazione con substrati o esposizione di lastre 

- Rilevazione di target multipli nello stesso Western Blotting 

  (No "stripping" e re-incubazione di Ab per rilevare target multipli) 

Anticorpi marcati con cianine 



Variazioni del Western Blotting 

Trasferimento con nuovi sistemi per  
aumentare sensibilità e ridurre i  
tempi di lavoro. 

Sistemi per velocizzare Blocking e incubazioni anticorpali. 

Rilevazione con sistemi di 
acquisizione digitale delle immagini. 

Ciò permette di abbandonare la camera oscura. 

Anticorpi marcati con cianine 
(emissione in fluorescenza) anziché enzimi. 



"Scatola nera" 

Sorgenti 

Lenti 

Filtri ottici 

Piano regolabile 

SCHEMA 
STRUTTURALE 

Sistemi per Imaging 
"camere" 



Sistema ottico 

f/0.85 - 0.95 

Obiettivi straordinariamente 
luminosi. 

DIAFRAMMA 



Opportune combinazioni di 
lampade e filtri permettono di 
lavorare nell’UV,  
Visibile,  
e IR. 

ChemiDoc XRS 



Opportune combinazioni di 
lampade e filtri permettono di 
lavorare nell’UV,  
Visibile,  
e IR. 

ChemiDoc XRS 

Intercalanti DNA 

Blue Coomassie 

Stain-free Ab fluorescenti 



Opportune combinazioni di 
lampade e filtri permettono di 
lavorare nell’UV,  
Visibile,  
e IR. 

ChemiDoc XRS 

Fluorescenza: 
Possibilità di visualizzazione a 
singolo canale e in multiplex 

(es. Western blot con anticorpi 
secondari coniugati con Alexa Fluor) 



Opportune combinazioni di 
lampade e filtri permettono di 
lavorare nell’UV,  
Visibile,  
e IR. 

Elaborazione digitale delle immagini 

ChemiDoc XRS 

Rilevazione in chemiluminescenza 



   ImageQuant™ LAS 4000 biomolecular imager 
              Esempio di rilevazione in fluorescenza (1) 

Alcune applicazioni: 



   ImageQuant™ LAS 4000 biomolecular imager 
              Esempio di rilevazione in fluorescenza (1) 

Elevata linearità di risposta 



Possibilità di rilevazione in multiplex 

Campione: 
lisati di cellule preparati a 
seguito di stimolazione con 
trattamento a diversi tempi 

   ImageQuant™ LAS 4000 biomolecular imager 
              Esempio di rilevazione in fluorescenza (1) 



PREGI 
 
• Adatti a UV, Visibile, IR, 

Chemiluminescenza, 
fluorescenza e 
transilluminazione. 
 

• Immagini digitali e 3D. 
 

• Ampio range dinamico. 
 

• Tempi di esposizione 
"cumulativi". 

DIFETTI 
 
• Messa a fuoco (a volte) 
manuale. 

 
• Sensibilità inferiore a 
una lastra. 

 
• Costo elevato dello 
strumento.   

Sistemi per Imaging 
"camere" 


