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IMMUNOLOGIE Sollten Sie in den nachsten 2 Wochen keinerKata-
log erhalten haben, kontaktieren Sie uns bitte! Wir
schicken Ihnen gerne ein Exeplar zu.

o

APRIL 2010

SANTA CRUZBiotechnology
d Katalog 2010

Aktuell und verfligbar ist derzeit der neue SANTA
CRUZKatalog. Zu finden sind in diesem umfangiie
chen Sortiment:

A Uber 49.380 charakterisierte Primérantikorper
(16.450 monoklonale und 32.930 polyklonale
Antikorper)

A siRNA, shRNA Plasmide unddntivirale Partikel

zur Regulation bzw. Inaktivierung aller bekamen

humanen und murinen Gene

Eine groRRe Bandbeite afExactaCruz (Induste-

standardprodukte fur Produktion und Forschung),

UltraCruz (general laboratorgupplies) und Fir weitere Informationen weden Sie sich bite an

(;rystaICruz (Laborglasswaren) Artikeln DI (FH) Manuel Rauner

Uber 2.650 human- und 3.175 m aus- Tel: 01/4893961 -30

transfizierte Zelllysate zur Wstern BlotAntikdrper m.rauner@szaboescandic.com

Evaluierung

>

>

A Chromosomenrbasierender Index fiir alle bekam-
ten humanen und murinen Gene inklusive Links
zur NCBI mRNA Protein und OMIM Datenbank AKT|ON be|
und zu Antikorper, siRNA, shRNA Produkten .
A Uber 58.000 ChemCruz Produkte (Biochemis- SZABGSCANDIC Im
lien fur die Anwendung im Bereich Biomedizin, Bereich Forschungsreaga_
Life Science, Molekulabiologie und Proteomics) . .
A GroRe Auswahl an SuppofProdukten fir den zZien fur
Forschungsbereich Proteomics wie Sekundaraint A
korper, Lysate transfizierter Zellen, Protein A/G A Mehr als 300.000 Produkte von SANTA CRUZ

PLUS Immunprezipitationsreagenzien, Luminol, im Liefersortiment.

MW Marker, Nitrozdlulose, Film, uvm. A Sie erhalten beim Kauf von 3 Podukten -5% und
A Uber 300 monoklonale und 1.200 polyklonale ab dem Kauf von 5 Produkten-8% Rabatt Ihren
Antikorper fiir 800 phosphorylierungsegulierte Einkaufspreis Diese Aktion ist gultig bis zum
31.12.2010.

Aktivierungsorte ~
A Standardprodukte- diese sind ab sofortab Lager

SzabeScandic Wien verfugbar und deshalb in
kirzester Zeit beilhnen.

Die Kataloge werden derzeit ausgeschickt.
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A Alle ASSAY DESIGNS Produkte

springlichen Verkaufspreises reduziert

IMMUNOLOGIE
. . . Excitation Emission
Diese wurden um bis zu-25% gegeniberdes ur- Conjug maximum (nm) maximum (nm) Spectrally similar dyes
DyLight 488 493 518 FITC, Alexa Fluor 488, Cy2
A Zzusatzlich tbernimmt SZABEGSCANDIC gerne die e s 0 e e D
Dylight 649 655 670 Alexa Fluor 647, Cy5

Lagerung Ihrethé&ufig benétigtenProdukte, -
dass diese immer schnellstmdglich fir Sie verg
bar sind. Im Hinblick auf Risikomanagement
kénnte diesein wesentlicher Punkt fir Sie sein,
um etwaige Lieferengpésse zu vernden.

Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an
DI (FH) Manuel Rauner

Tel.: 01/4893961 -30
m.rauner@szabescandic.com

DyLight 6 Neue Fluoreszerz-
farbstoffe von der Frma
VECTORLaboratories

Als Alternative zu den herkdmmlichen Florophoren
wie zum Beispiel Fluorescein (FITC) und Rhodamin
hat VECTORDyLight entwickelt. Diese neuen Flo-
reszenzfarbstoffe haben den Vorteil, dass sie ot
stabiler sind, also nicht so schnelbleichen und eine
intensivere Fluoreszenzaufweisen. Erhaltlich sind
die neuen Fluorophore als Konjugate mit Affinitgt
gereinigten Sekundarantikbrpar und Streptavidin.
Verschiedenste Anwendungaoéglichkeiten bei der
Detektion bzw. Visualisierung von Antignen in Zd-
len bzw. Gewebenstehen damitzur Verfigung.

Die DyLight Produktpalette beinhaltet DyLight
488 (grun), DyLight 549 (orange), DyLight 594
(rot) und DyLight 649 (far red = zw. Rot und Infra-
rot). Die Anregungs und Emissionsspektren en
sprechen ameren kommerziell erhéltlichen Flo-
rophoren, weshalb diese ohne jeglichen Aufwand
einfach durch die DyLight Fluorophore ersetzt we
den konnen. Es mussen weder Protokolle nochn-
strumentenbedingteEinstellungengeandert weden.

Dariiberhinaus haben sieden Vorteil der Einsetz-
barkeit in einem pHBereich von 49, wodurch sie
mit noch mehr Puffern und Verdinnungsmittel
kompatibel gemacht werden DyLight Fluorophae
kdnnen sowohl als Single label als auch in Kombi-
nation mit anderen DyLightsund mit herkémmli-
chen Fluorophoren beim Multitaining eingesetzt
werden.

Artikelbezeichnung Art.Nr.

Daylight 488 Anti-Mouse IgG (H+L) VEMI-2488
DyLight 488 Anti-Rabbit IgG (H+L) VEI-1488-1.5
DyLight 488 Streptavidin VEGSA-5488 -1
DyLight 549 Anti-Mouse IgG (H+L) VEDI-2549-1.5
DyLight 549 Anti-Rabbit IgG (H+L) VEDI-1549-1.5
DyLight 549 Streptavidin VEGA5549 -1
DyLight 594 Anti-Mouse IgG (H+L) VEMDI-2594 -1.5
DyLight 594 Anti-Rabbit IgG (H+L) VEMDI-1594 -1.5
Eaculentum (Tomato) Loctn (LeL, TL) | VEPL 1177
DyLight 594 Streptavidin VECSA5594 -1
DyLight 649 Anti-Mouse 1gG (H+L) VEMI-2649
DyLight 649 Anti-Rabbit IgG (H+L) VEMI-1649
DyLight 649 Streptavidin VECSA5649

Fur weitere Informaionen wenden Sie sich bitte an
DI (FH) Manuel Rauner

Tel.: 01/4893961 -30
m.rauner@szaboscandic.com

Leukdmie- und Lymphom-
Multi color Palette von
DAKO

Szabo Scandic
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Research Product NEWS

Die moderne diagnostische Charakterisierung von
hamatologischen Neoplasmen wd mehr und mehr
von durchfluzytometrischen Anwendungerabhén-
gig. Das sogenannte Immunophenotyping mit nte
reren Parametern in einem Lauf erlaubt eine schhe
le und objektive Detektion von abweichenden At
genCoExpressionen sowie die Analyse der Heter
genitat und Klonalitat vonmalignen Zellen bei Le-
kadmien und Lymphomen.

Die An bzw. Abwesenheit eines Antigens und die
Intensitat von einigen Markern sind fur die Identif
zierung von Subpopulationervon Zelllinien ebenfalls
von Interesse. Folglich ist die richtige Kombination
von Antikdrpern bei der MultiParameter Analyse &
sentiell.

zu erleichtern, bietet DAKO bereits vorgefertigte

beim Menschenund auch bei Nutztieren auf und
sind nicht mehr alsa n wrrangenehme Komplikat-
nen nach einer Antibiotika-Therapied zu betrachten.
Seit 2001 haben sich Pravalenz und Heftikeit der
C.difficile Infektionen deutlich erhéht, was zu ve
starktem Interesse in der Forschung und zur Ergd
ckung neuer virulenter Faktoren gefihrt hat.

Dadurch hat sich der Fokus in der Entwicklung
von neuan Behandlungs und Vorbeugungsmetbden
erweitert.

Der Krankheitsverlauf beim Menschen durch
C.difficile variiert von asymptomatischer Kolonis+
rung Uber Diarrhoe, pseudomembrane Kolitis, tdx

schen aMegacolono bis zum To
Fur den miihsamen Prozesa di e r i cht i ge Dledsathogenitatvon Clostridium difficile ist mit
an Anti k°rpern in Kombi natderdroduktiontvon Bweiuloxiern €oxim A (Breenod-

xin) und Toxin B (Zytotoxin), assoziiert. Die &e fur

bzw. ar e-todiy e 0 Panel e f ¢rm-L e uTKekimA and B ifcdA und tcdB) sind ein Teil des

phom Immunophenotyping an.Diese Panele wurden
im Einklang mit internationalen Richtlinien sorgféltig
zusammaengestellt und sind in Form einer Broschiire
bei uns erhaltlich.

Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an
Mag. Norbert Wahler

Tel.: 01/4893961 -55
n.wahler@szaboscandic.com

DIAGNOSTIK

Neues Produkt m Bereich
Diagnostik:

) llumigen

Molekularer Clostridium difficile Testvon
der Firma MERIDIAN Bioscience Inc.

Hintergrund:

Clostridium difficile gehoért heutzutage zuden es-
sentiellsten Verursachen von geswndheitsassoziie-
ten Infektionen. C.difficile Infektionen (CDI) treten

SzaboScandic

19,6 -kb langen genetischen Locus, der zuséatzlich
drei weitere Gene,tcdD, tcdE ,tcdC, beinhaltet und
die Vorbedingung fur die Vir@nz ist.

C. difficile Stamme beinhalten entweder diesen

pathogenen Locus (PaLoc) und sind toxinogen oder

- wenn dieser fehlt- nicht toxinogen. Einige Sténme
beinhalten atypische Gene oder Variantevon Toxin
A und B Genen und kénnen das Krankheitsbild ve
ursachen. Binares Toxin kanmebenfallsprasent sein,
dessen Signifikanz ist jedoch nochnbekannt.

Molekulare Analyse:

Die molekulare Analyse derC. difficile hat in den
1980er Jahren angefangen undes wurde ein Reke-
renzstammVP-10463 - identifiziert. Wissenschaftler
haben verschiedene Anderungen wie Deletionem-|
sertionen und PunktMutationen in den Genseque-
zen gesehen. Mit diesen Variationen habefRupnik
et al. ein ToxinotypisierungsModell, das die ve-
schiedenen C.difficile Toxinotypen charakterisiert,
entwickelt.

Zurzeit sind 24 Toxinotypen bekannt. Die haufigen
Anderungen kommenan den 33 Pr i me
Gene, GROFRegion gnannt, vor.

Referenz:

Rupnik, Majad Het er ogenei ty of | arge
tance of Clostridium difficile toxinotypesé FEMS Microbiol Rev.
2008 May;32(3):541 -55. Epub 2008 Apr 3. Review).

Ende

cl ost
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DIAGNOSTIK

Target des molekularen @i"umigene“
Clostridum diifficile Tests

MERIDIANhat als Target eine Sequenz von 204 bp
am stabilen 5 -BEnde destcdA Gers gewahlt. Dieses
kommt in allen C.difficile Toxinotypen vor undiden-
tifiziert alle Phéanotypen:

A-/B+, A+/B+, A+/B - und A-/B-.

tcdR tcdB tcdE tcdA tcdC

-> > >
W

Primer

Regulator
Region

N
Regulator

Wie funktioniert der Test?

MERIDIANhat ein einfaches und schnelles molak
lares Testsystem basierend auf der LAMP = Loop
Mediated Isothermal AmplificationTechnologie et
wickelt.

Der Kit beinhaltet alle benétigten Reagenzien in
anwenderfreundlichen Reagenzgefallen: Probemvo
bereitungsgefal’, Extraktionsrohrchen, ReagenZpu
ferrdhrchen undillumigene® ReaktionsgfaR.

Mit einigen einfachen Handgriffen ist der Test
vorbereitet und Amplifikationsowie Nachweis deril-
lumigené C.difficile PaLocGene werden mit dem
illumipro-10% Nachweisgerat durchefiihrt.

Insgesamt betrégt die gesamte Testdauer weniger
als 60 Minuten.

TestKit

Bestandteile des Kits

Preparation. Amplification,

Sample Extraction Detection

( \/ \
]
0

illumigene - Stool Extraction Reaction Buffer illumigene
Sampler Tube Tube Device
illumigeneé Workstation
1
' /Lﬂ

Test-Protokoll

I

|
%
4
' ' |
[ |
' W
1. i 2. in Dil 3. 4. Heatat95° C for 10 minutes.
Sample Brush. Vortex 10 seconds. into Extraction Tube. Vortex 10 seconds.
—@ L2 © L4

V/
IR 2.

6. Transfer Test

5. Add 50yl of ipro-10"
to Reaction Buffer Tube. “START."

Vortex 10 seconds. Close Device Lid.

© © 0
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Gesamter TestAblauf:

A ~2 Min. Hands-On-Zeit
A <60 Minuten bis zu den Ergebnssen
A Keine Zentrifugation nowendig

LAMP = Loop Mediated Isothermal Amplifica-
tion-Technologie:

Die LAMP-Technologie wurde vor 10 Jaren in Ja-
pan von Eiken Chemical Corporation entwickelt
(Publiziert in Nucleid Acid Research vorNotomi T.
et. Al.,, 2000 ) und von MERIDIAN Bioscience Inc.
fur In-vitro-Diagnogik lizenziert. Es gibt zahlreiche
Publikationen (>150) tber die Technologie.

Die Technologie verwendet komplementare Pr
mer fur die Amplifikation, Replikation und Ausdb-
nung der DNASt ¢cke um sogkoapat
Strukturen zu bilden. Dafir werden insggamt 6
Primer verwendet, was die Reaktion schnell und
spedfisch macht. Es bildet sich das AbfalProdukt
Magnesium-Pyro-Phosphat, das zu einer Turbiditat
fuhrt. Die Turbiditat wird am Ende gemessen.

Da die LAMRTechnologie ISOTHERMAL ablauft,
wird nur eine Temperatur, 63C, verwendet; die @-
samte Reaktion geschieht gleichzeitig. Somit wird
kein
dern es genigt ein wesentlich einfacheres Instr
ment um Kosten zu sparen.

Vorteile des Systems:

A Anwenderfreundlicher molkularer Test:
Einfaches Protokoll

Geringe HandsOn-Zeit

Einige Minuten

Rasche Testergebnisse

Gesamtzeit weniger als 60 Minuten

In jedem Labor durdfuhrbar:

Es wird kein Reinraum kendotigt

Hohe Genauigkeit

CEIVD Zulassungin April 2010

A

A

>

p>3

Im néchsten Newsleter berichten wir detailliert Gber
die Ergebnissedesillumigene® C.difficile Tess.

Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an
Anna Ahlbom

Tel.: 01/4893961 -58
a.ahlbom@szaboscandic.com

SzaboScandic

FRUHJAHRS-
AKTION

Endotoxine sowieandere mikrobielle Toxine sind a
vielen infektiésen Krankheiten und anderepatholo-
gischen Zustéanden wie Atherosklerose beteiligt.

Unser Partner HYCULT kindet folgende Fri-
jahrsaktionen von 1.4-30.6.2010 fir mikrobielle
LPS (LipePoly-Saccharin), ToxiaProdukte an.

\\HyCU It

biotech

Folgende ElisaKits werdennun in einer Sonderati-
on a Bei zum Preis von Zveid angeboten:

Kat.Nr  Produktbeschreibung Menge
e—a St em

HIT301 ENDOBLOCK LBP ELISA 2 X 96 Tests
HK205 LBP, Mouse, ELISA 2 x 96 Tests
HK314 BPI, Human, ELISA 2 x 96 Tests
HK333 SAA, Human, ELISA 2 x 96 Tests
HK347 PTX3, Human, ELISA 2 X 96 Tests
HK503 LBP, various species, EISA 2 x 96 Tests

herk°mmliCghkhéerr éTImeltha\ﬂ(e vplle Magker fur:

A Akute Inflammation

A Systemischinflammatorisches Asprechen
A Sepischer Schock

A Rheumatoide Athritis

A Atherosklerose

Folgende EliseKits werden mit 20% Rabatt ange-
boten:

Kat.Nr:  Produktbeschreibung Menge
HIT302 LAL Chromogenic 2 x 96 Tests
Endpoint assay
HIT305* EndoClear, blue, small 2 X 96 Tests
(EndoTrap blue 1/1 + mini
LAL)
HIT306* EndoClear, red, small 2 X 96 Tests
(EndoTrap red 1/1 + mini
LAL)
HK315 LBP, Human, ELISA 2 x 96 Tests
HK504 EndoCab, Human, ELISA 2 x 96 Tests

Wir schicken lhnen gerne die genauen Spezifikati
nen, Testanleitungen und Leraturangaben zu.
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DIAGNOSTIK

ELITech

Molecular Diagnostics

Enterovirus QPCR Alert Kit

l REAL-TIME
@D

Bei dem Enterovirus Qd PCR Alert Kit handelt es
sich um einen Real Time NukleinsaureAmplifikati-
onsassay, welcher eine qualitative und quantitate
Amplifikation zum Nachweishumaner, enteroviraler
cDNA emdglicht. Die dem Assay zugrundeliegende
Technologie basiert auf der agMan-MGB (MIinor

Der nele Enterovirs Qd PCR Alert Kit wurde bezg-
lich CEIVD Validierung auf CSF und Plasmapben
verbessert.

Enterovirus Q& PCR Alert Kit im Uberblick

Groove Binder)Polymerase.
Enteroviren sind +ssRNA Viren, welche eine

Type of Assay Qualitativer /

Quantitativer Nachweis

hochkonsevi ert e 506 wuntransl at.i
besitzen. Die Primersind dahingehend generiert,
dass die enterovirale 5'UTR Region spezifisch
amplifiziert wird. Als interne Kontrolle des Assays
dienen Primer spezifisch fir eine &uenz innerhalb

des RNA Genoms des MSPhagen, welche gleib-

zeitig mit der enteroviralen Zielsequenz amiiziert

wird. Dies dient der Uberprifung der DNA Islation

und somit auch dem Ausschlss eines falsch negait

ven Ergebnisses.

Dieser Assay detektierthumane enterwirale cDNA
der folgenden Serotypen: Poliovirus  3; Coxs-
ckievirus Al 0 A22 und A24; Coxsackievirus B1
B6; Echovirus 1-9, 11 0 21, 24 6 27 und 29 o
33, Enterovirus 68 & 71. Historisch wurden die
humanen Enteroviren 688 71 mit aufsteigender
Nummerierung bezeichnet, soferrdie Isolate eigene
Serotypen darstellten und unabhangig&igenschd-
ten von Polio-, Coxsackie und Echovirenhatten.

Humane Enteroviren stellen die Hauptverursacher

der viralen Meningitis (in 46% der Falle nachgeve-

&BefDNR Re gi oHnterdvifas ctNA R)
Genomische Region 5'UTR region
(Fluorophor: FAM)
Interne Kontrolle MS2 Phage
(Fluorophor: VIC)
Proben Plasma, CSF

Kit Performances Analytische Sensitivitat letragt
10 Kopien/Reaktion

Probe MGB

Reagenzienformat Monoreagent

Kitformat Fir 100 Reaktionen

Real Time ABI Series 7000
PCR Instument

Thermisches Profil Dreiphasisch

Reaktionsvolumen 20ul Probe + 20ul Mix

sen) dar, gefolgt von HSV2, VZV und HSV1. Der
einzig empfohle Test um zwischen bakterieller
und viraler Meningitis zu unterscheiden, stellt die
Analyse der Cerebrospinfilissigkeit (CSF) dar. M-
lekulare Assays stellen hierfur die Methode der
Wahl.

Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an

Dr. Grazia Kocian
Tel.: 01/4893961 -32

g.kocian@szabescandic.com

Szabo Scandic




ZELLKULTUR Research Product NEWS

ZELLKULTUR Die wichtigste Neuerung fur Sie:

Wir kénnen unsere Zentrifugenréhrchen zu einem
Bestpreis anbieten, der Sie Uberraschen wird. &f

CORN I NGZentrifugen- gen Sie uns nach unverbindlichen Mustern und nach
rohrchen 15mL und 50mL einem Angebot.

Beste Qualitat zum besten Preis CAPP Rhythm_

Die Zentrifugenréhrchen der Firm& ORNING 15mL MeChaniSCher Multi-Stepper
und 50mL sind nicht pyrogen und DNAse/RNase

frei. Zu jedem Rohchen ist ein chargenspezifisches von CAPP

Zertifikat verfiigbar.

Mit dem neuen mechanischen MultiStepper von
CAPP kdnnen wir endlich eine Licke in unserem

Die Zentrifugenréhrchen sind inzwei unterschiedi
ProduktPortfolio schlie3en.

chen Varianten bezlglich des Materials erhéltlich:
Polypropylen (PP) und Polyétylenterephthalat
(PET). PRRohrchen haben eine hohe chemische _ i
Resistenz und mechanische Festigkeit. Sie sind die gonomisch in der Hand ’

m

aKlassi kero, wenn hoMer-Anfogq?fgﬂ%ﬂuéee%'
den. Ist das nicht der Fall, kann auf PETJR6hrchen nauigkeit zu verzichten. 4

ausgewchen werden. Abgedeckt \_N'rd ein \b-
lumensbereich von 1uL

Der Rhythm liegt &-

bis 5mL. Das Gerat hat
ein Gewicht von nur
105g und ist mit einer
Hand zu bedenen. Das
robuste Design verlangt
nur nach einem Min-
mum an Wartung. Der . \
Hersteller gibt ein Jahr X

Garantie.

i

r

Die benétigten Spritzen sind in 8 verschiedenen
GroRRen erhdltlich: ®uL bis 50mL, entweder als

Die Kappen sind in zwei unterschiedthen Varianten Grol3packung im Beutel oder steril und einzeln ve
erhaltlich. Es sind dies die CentriStdM Kappe und packt. Diese Spritzen passen nicht nur auf den
die Plug Seal Kappe. Die CentriStar Kappe ist flach CAPP Rhythm, sonder auch auf vieleralere Multi-
(easy on/easy off) nd hat eine optimierte Riffelung. Stepper. Zusatzlich zu den Einzelprodukten ist ein
Aufgrund des Designs sind die Roéhrchen gesichert StarterKit erhaltlich, der nebendem Rhythm auch
dicht, wenn sie laut Herstellerangaben verwendet einige Spritzen enthalt.

werden. Die Plug Seal Variante ist ein alteCCOR- Wir haben fur Sie auch ein Demogerat vorratig,
NING Design, das sich besonders beim Transport kontaktieren Sie uns.

bewéhrt hat. Der 95kPa (14psi) Drucktest der IATA
Dangerous Goods Regulations stellte kein Problem
dar.

Die CORNINGZentrifugenrohrchen kdnnen in ie
nem Temperaturbereich von 0°C bis 40°C verwendet
werden. Die Tauglichkeit zum Einfrieren héngt von
den Lagertedingungen und dem einzufrieenden Gut
ab.

Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an

Dr. Andreas Bergmann
Tel.: 01/4893961 -40
a.bergmann@szabo-scandic.com

SzaboScandic 7
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GERATE

GERATE

In-situ Micro Volume BCA
Assay- Take3 Platte

Bei Standardprotokollen fiir Proteinquantifizierung
mittels Bicinchoninséure (engl. Bicinchoninic acid,
BCA) werden gewohnlich ReaktionsgefalRe (Kive
ten) oder Mikrotiterplatten verwendet. Der BCA &
say wurde modifiziert, um Keinere Voumina in der
Take3-Platte einsetzen zu kénnen. Proteinproben
und BCAReagenz werden dabei direkt auf die Mt
rospots aufgetragen, anschlieRend inkubiert und mit
dem Epoch Spektralphotometer gemessen. Dier-e
wiesene Sensitivitdtsverbesserung vergtien zu e-
nem Standardprotokoll wird in diesem Artikel b-
schrieben.

Bicinchoninsaure ist der Trivialname fir die o
mische Verbindung 2,2-Bichinolin-4,4" -dicarbon
saure und ist ein sehr beliebtes kolorimetrisches
Proteinbestimmungsreagenz (BCA). Die Polaritat
des BCA Assays beruht auf einfachen Anwendusig
maoglichkeiten, Stabilitdt und Sensitivitat im Ve

gleich zu anderen Proteinbestimmungsreagenzien.

Dabei reagieren zweiwertige Kupferionen quttativ
mit dem Protein zu einwertigen Kupferionen. Diese
bilden mit der Bicinchoninsdure durch Komplexibi
dung mit zwei BCAMolekilen einen violetten Fay-
stoff, dessen Absorption bei einer Wellenlange von
562nm photometrisch ausgewertet werden kann.

Protein + Cu' =——s Cul (Biuret Reaction)

Cu + 2 — Cu

Bicinchoninic Acid (BCA) Cu(BCA), Complex

Abb.1: BCAReaktion fur Proteinbestimmung. Cu(BCA)
Komplex hateine starke molare Absorption bei 592nm
von 7,700 L/mol/cm

Bei photometrischen Messungen, bei denen die
Pfadlange des Lichtstrahls reduziert ist, sind Aga
tierungen des BCA Protokolls notwendig. Bei der
Take3-Platte werden Proteinproben und BCA
Reagenz (1:1) in den Microspots der Platte ¢-
mischt, inkubiert und anschlielend gemessen. Die
Arbeitsvorschrift ist sehr einfach und bietet dadurch
einen groRRen Vorteil gegenlber anderen Systemen,
bei denen Proben und Reagenz aufRerhalb deseG
rats vorbereitet werde mussen. Somit sind bei der
Take3-Platte lediglich 2uL Proteinprobe und 2pL
BCAReagenz erforderlich.

Material und Methoden

Der BCA Assay wurde inzwei Varianten durche-
fuhrt. Im ersten Versuch wurden Proben nach dem
a Mi-Bh@ AFbrmat (empfohlen durch aien anderen
Photometerhersteller) eingesetzt. Bei dieser Methode
wurden 10uL BCA Reagenz mit 10uL Protein
Standards bzw. Proteinproben in geeigneten Reakt
onsgefallen gemischt. AnschlieBend wurden die
Proben 30 Minuten bei 37°C inkubiert und 15 M-
nuten bei Raumtemperatur abgekihlt. Jeweils 2uL
wurden fir die Proteinmasung mit Hilfe der Take3
Platte herangezogen.

Die zweite Variante ist eine irsitu Quanifizierung
direkt auf der Take3Platte. 2uL ProteinStandards
bzw. Proben wurden mit einer EinkanaPipette auf
die Microspots aufgetragen. Anschlieliend wurden
2uL BCA Reagenz mit einer Mehrkanalpipette dazu
pipettiert und gemischt. Die Inkubation wurde bei
Raumtemperatur (ca. 22°C) 25 Minuten lang durh-
gefuhrt.

7 BSA (Bovine Serum Albumine) Stadards wurden
in 1:2 bzw. 1:3 Verdunnungen fur die Versuche
vorbereitet. Die Verdinnungsstufen umfassen den
Konzentrationsbereich 0,018 2 mg/mL bzw. 0,01 &
3mg/mL. Die 1:2 Verdunnungsreihe wurde fir die
Sensitivitatsbestimmung der zwei Methoden und
1:3 verdinnte Standards fur einen Genauigkeitsve
gleich herangezogen. Der BlankVert ist eine 1:1
Mischung aus BCAReagenz und dest. HO. Die
Messungen wurden bei 562nm unter Verwendung
des EpochSpektralphotometers und der Take3
Platte durchgefuhrt.

Szabo Scandic
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Abb.2: 16 Microspots der Take3Platte dienen als Re&k-
tions- und Detektionsgefal fur den BCAAssay. Der Asay
wird bei Raumtemperatur - Plattendeckel geschlssen -
25 Minuten lang durchgefiuihrt. Die Messung erfolgt mit

In-situ BCA Protocol

1. Add 2 ul Profein standards
or samples

2. Add 2 uL BCA Working
Reageni

3. Close Take3 lid and incubate
@RT for 25 min, Read on Epoch

Hilfe des Epoch Spektralphotometers.
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Abb.3: Take3 layout der Standards und Proben. Sta-
dardkurve wird durch 6 verschiedene Konzentrationen
berechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Typische BCA Protokolle bendtigen ein Volumenve
haltnis (BCA zu Protein) von 20:1. Dasobere Ende
der Standardkurve (z.B. 2mg/mL BA) ist durch den
enormen molaren Uberschul? an BCA im Vergleich
zu BSA begriindet. Dieser UlrschuR3 hat allerdings
bei geringeren Pratinkonzentrationen keinen Vorteil,
da aufgrund der 3dimensionalen Struktur von Rg-
teinen mogliche Bindungsstellen fir Kugfrionen
blockiert werden. Bei einem Arbeitsvolumen
(BCA/Protein) von 1:1 wird der Verdinnungseffekt
der Proben verringert und der dynamische Bereich
kann auf 0,01mg/mL ausgedehnt werden.

Abb.4: BCAReaktionsverlauf. Messung bei 562nm
Fir das insitu Protokoll werden zuerst 2uL Probe
und anschlieBend 2uL BCA Reagenz auf die jewieil
gen Microspots pipettiert. Abb.4 zeigt den Reakt
onsvalauf bei Absorption 562nm von 1mg/mL.




