Diskontinuierliche SDS Poly- Acrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) und Western Blotting
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Elektrophorese, Acrylamid, Bisacrylamid
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Wirkung von SDS

*Hydrophobe Kette bindet an
hydrophobe Bereiche des
Proteins

«Geladenes SO3 interagiert mit
Wasser

Ladungen stof3en sich ab

«Sekundar-und Tertiarstruktur
des Proteins geht verloren

* Protein ist langgestreckt, alle
Proteine haben in erster
Naherung die gleiche Form
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Wirkung von Mercaptoethanol oder DTT _\\j(IT
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® Cys-Cys Briucken werden gespalten
® Oxidative Reaktionen werden teilweise riickgangig gemacht

Wirkung von Glycerin

® Probe sinkt in die Tasche des Sammelgels

Wirkung von Bromphenolblau

® Farbt die Front
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Diskontinuierliche PAGE
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Diskontinuierliche PAGE
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Diskontinuierliche PAGE
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Diskontinuierliche PAGE

Protein
Cl
Sammelgel
pH 6,8

Trenngel
pH 8,8

!
H2N COOH H,N+ COO HZN CcOO H.N COOH



SKIT

SDS-PAGE, Coomassie Farbung
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Western-Blot ﬂ(IT
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Coomassie geférbtes Gel Western Blot vom gleichen Gel
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Western-Blot

® Membran: PVDF,
Polyvinyldifluorid

® Kein Schwamm
B Filter Papier: Whatman

B Kathode zum Gel, Anode
zur Membran

B TGM Puffer
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Western-Blot

® Primar: Anti Histidin und Anti
MBP

® Sekundar: Anti-Maus und Anti-
Hase mit Alkalischer
Phosphatase
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Stain

Substrate Chromogen
AP-labeled
anti-human
antibody

Specific human
antibody

Antigen

Membrane
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Western-Blot =0 0000 e

® Transfer der Proteine auf eine PVDF (Poly-Vinyl-Difluorid)
Membran

® Blocken mit BSA und Detergens
® Inkubation primarer AntikOrper (bindet Phytochrom)
® Waschen mit Detergens

® Inkubation sekundarer AntikGrper (anti-rabbit-Alkalische-
Phosphatase)

® Waschen mit Detergens
B Anfarben der alkalischen Phosphatase mit BCIP und NBT
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