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Immunodetektion von CPY mit einem spezifischen Antikörper 
Die Nitrozellulose wird zur Abdeckung unspezifischer Bindestellen 1 h lang (oder über Nacht) in 
Blocking-Lösung gebadet. 

Blocking-Lösung: 5 % Milchpulver in TBS-T  
TBS-T: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5 

137 mM NaCl 
0,1 % Tween-20 

Anschließend wird die Blocking-Lösung verworfen, die Membran 3 mal 10 Minuten mit 15 ml 
TBS-T gewaschen und der anti-CPY Antikörper (monoklonal, aus Maus) 1:10.000 verdünnt in 
TBS-T zugegeben. Nach 1-stündiger Inkubation wird 3 mal 10 Minuten mit 15 ml TBS-T 
gewaschen. Dann erfolgt die Zugabe von in TBS-T verdünntem Peroxidase-markiertem anti- 
Maus Antikörper, (1:10000). Erneut wird 1 Stunde inkubiert und gewaschen wie zuvor. Die 
Entwicklung erfolgt mit dem ECL-Detektionskit (Prinzip: Chemolumineszenz, Details siehe Abb. 
ECL) auf einem lichtempfindlichen Film (mit Hilfe der Assistenten im Institut für Biochemie, 
Dunkelkammer) 
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Schneiden von DNA mit Restriktionsenzym Pvu I/Gelelektrophorese 
 
Zwei Eppendorf-Reaktionsgefässe vorbereiten: 
 
14 µl Wasser 
2 µl 10x Restriktionspuffer 
2 µl DNA (jede Gruppe erhält eine andere DNA-Probe) 
 
beide Ansätze kurz mischen, abzentrifugieren 
 
 
Ansätze entsprechend beschriften: 
 
ein Ansatz erhält 2 µl Pvu I – Enzym-Lösung (wird ausgegeben) 
ein Ansatz erhält 2 µl Wasser, dient als Negativkontrolle 
 
beide Ansätze 1 h bei 37°C inkubieren 
 
in dieser Zeit müssen 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 Lösung 5 µl Ethidiumbromid (Handschuhe!) zugeben, mischen 
 
Gel giessen 
 
nach Ablauf der Inkubationszeit (1h, 37°C): 
zu beiden Ansätzen 2 µl  der 10x dye-Lösung zugeben 
 
beide Proben auf das Gel auftragen,  
auf jedes Gel auch einen Längenstandard (10 µl) auftragen 




