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1 Produkte und Inhalt
e Immuno Blue Reagent A (100 ml)

e Immuno Blue Reagent B (2.5 ml)

fur 40 Minigel-Blots (4000 cm? Blotting Membran).

2 Lagerung und Haltbarkeit

Dunkel bei 2°C bis 8°C lagern.
Vermeiden Sie starke Lichteinwirkung.

Mind. haltbar bis: Siehe Aufdruck Kitverpackung

3 Gefahrenhinweis
Reizend. Hochentziindlich. Gesundheitsschadlich bei Verschlucken,

Einatmen, Hautkontakt. Verursacht Augenreizungen. Steht im
Verdacht Krebs zu erregen.
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4 Sie bendtigen zusatzlich:

¢ niedrig-fluoreszierende Blotting Membran
e Primdrantikorper

e Sekundarantikorper konjugiert mit HRP

e Blockierungslosung

e Verdlinnungs- und Waschpuffer

e Imager fir die Detektion von blauer Fluoreszenz

5 Allgemeine Hinweise

Immuno Blue ist ein hochsensitives Fluoreszenzsubstrat fur die
Detektion von HRP-konjugierten Sekundarantikérpern. Immuno
Blue wird durch die HRP zu einem blau fluoreszierenden Prazipitat
umgesetzt, das stabil auf dem Blot verbleibt. Die Detektion erfolgt
mittels Fluoreszenzimaging. Abhédngig von der Sensitivitdt des
Imaging-Systems und der Abundanz des Zielproteins variiert die
Belichtungszeit von wenigen Sekunden bis zu einer Minute. Das
Signal bleibt mind. 4 Wochen stabil.

6 Protokoll

Hinweis: Die folgenden Anweisungen sind generalisiert.
Geeignete Blockierungsreagenzien, Waschpuffer, Antikér-
per-Verdiinnungspuffer und Inkubationszeiten miissen fiir
jede Anwendung in Vorversuchen entsprechend ermittelt
werden. Nutzen Sie kein Natriumazid zur Konservierung.
Natruimazid inhibiert die HRP.

e Entnehmen Sie die Blotting Membran aus der Transfereinheit
und blockieren Sie unspezifische Bindungsstellen unter Schutteln
mit Blockierungslésung flir 60 Minuten bei Raumtemperatur
(RT).

e Entfernen Sie die Blockierungslosung und geben Sie die
Primarantikorper-Verdiinnung auf die Membran. Inkubieren Sie
die Membran schuittelnd fur 60 Minuten bei RT oder tiber Nacht
bei 2°C bis 8°C ohne Schiitteln.

e Entfernen Sie die Primérantikorper-Verdiinnung und sptlen Sie
die Membran kurz mit Waschpuffer.

e Waschen Sie die Membran 5-10 Minuten in Waschpuffer.
Wechseln Sie den Waschpuffer mind. 3 mal. GréBere Volumina
Waschpuffer und langere Waschzeiten kénnen den Hintergrund
reduzieren.

¢ Inkubieren Sie die Membran mit Sekundérantikorper-Verdtin-
nung (HRP-konjugiert) fiir 60 Minuten schiittelnd bei RT.
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e Wiederholen Sie Waschschritt 3 und 4 um Uberschissigen
Sekundérantikérper zu entfernen.

e Bereiten Sie die Immuno Blue Arbeitslésung vor, indem Sie
Immuno Blue Reagent A and Reagent B im Verhdltnis 40:1
mischen. Verwenden Sie mind. 30 pL der Arbeitslésung pro cm?
Membran.

Hinweis: Die Immuno Blue Arbeitslésung ist bei RT fiir bis
zu 45 Minuten stabil.

e Inkubieren Sie die Blotting Membran flir 5 Minuten mit frisch
vorbereiteter Immuno Blue Arbeitsldsung bei RT.

e Entnehmen Sie die Membran aus der Immuno Blue Arbeitslo-
sung und spllen Sie sie 2 mal kurz mit Waschpuffer.

e Fuhren Sie die Fluoreszenzdetektion mit geeigneten Filterkon-
figurationen durch:

Absorption max. 435 nm
Emission max. 510 nm

Das Immuno Blue Fluoreszenzsignal bleibt fiir mind. 4 Wochen
stabil.

Lagern Sie die Membran vor Licht geschiitzt bei RT.
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