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Immunodetektion von CPY mit einem spezifischen Antikorper

Die Nitrozellulose wird zur Abdeckung unspezifischer Bindestellen 1 h lang (oder iiber Nacht) in
Blocking-Ldsung gebadet.

Blocking-Ldsung: 5 % Milchpulver in TBS-T

TBS-T: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
137 mM NaCl
0,1 % Tween-20
AnschlieBend wird die Blocking-Losung verworfen, die Membran 3 mal 10 Minuten mit 15 ml

TBS-T gewaschen und der anti-CPY Antikorper (monoklonal, aus Maus) 1:10.000 verdiinnt in
TBS-T zugegeben. Nach 1-stiindiger Inkubation wird 3 mal 10 Minuten mit 15 ml TBS-T
gewaschen. Dann erfolgt die Zugabe von in TBS-T verdiinntem Peroxidase-markiertem anti-
Maus Antikorper, (1:10000). Erneut wird 1 Stunde inkubiert und gewaschen wie zuvor. Die
Entwicklung erfolgt mit dem ECL-Detektionskit (Prinzip: Chemolumineszenz, Details siche Abb.
ECL) auf einem lichtempfindlichen Film (mit Hilfe der Assistenten im Institut fiir Biochemie,
Dunkelkammer)
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Principles of ECL detection

Luminescence is defined as the emission of light resulting from the
dissipation of energy from a sgbstance in an excited state. In
chemiluminescence the excitation is effected by a chemical reaction.
The chemical reactions of cyclic diacylhydrazides such as luminol
have been widely used in chemical analysis (1.2 and extensively
studied (3:4). One of the most clearly understood systems is the
HRP/hydrogen peroxide catalyzed oxidation of luminol in alkaline
conditions. Immediately following oxidation, the luminol is in an
excited state which then decays to ground state via a light emitting
pathway. Enhanced chemiluminescence @) is achieved by performing
the oxidation of luminol by the HRP in the presence of chemical
enhancers such as phenols. This has the effect of increasing the light
output approximately 1000 fold and extending the time of light
-emission. The light produced by this enhanced chemiluminescent
reaction peaks after 5-20 minutes and decays slowly thereafter with a
half life of approximately 60 minutes. The maximum light emission is ¢
a wavelength of 428nm which can be detected by a short exposure tc
blue-light sensitive autoradiography film (Hyperfilm ECL).

NH:
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Schneiden von DNA mit Restriktionsenzym Pvu I/Gelelektrophorese
Zwei Eppendorf-Reaktionsgefdsse vorbereiten:

14 ul Wasser

2 pl 10x Restriktionspuffer

2 ul DNA (jede Gruppe erhilt eine andere DNA-Probe)

beide Ansdtze kurz mischen, abzentrifugieren

Ansitze entsprechend beschriften:

ein Ansatz erhélt 2 pl Pvu I — Enzym-L6sung (wird ausgegeben)
ein Ansatz erhidlt 2 ul Wasser, dient als Negativkontrolle

beide Ansétze 1 h bei 37°C inkubieren

in dieser Zeit miissen die Agarose-Gele gegossen werden
3 Gruppen giessen 1 Gel:

0,4 g Agarose in 50 ml 1x TAE-Puffer aufkochen
in der Mikrowelle, Assistenten VORHER fragen

zur klaren Losung 5 pl Ethidiumbromid (Handschuhe!) zugeben, mischen

Gel giessen

nach Ablauf der Inkubationszeit (1h, 37°C):
zu beiden Ansétzen 2 pl der 10x dye-Losung zugeben

beide Proben auf das Gel auftragen,
auf jedes Gel auch einen Lingenstandard (10 pl) auftragen
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