DB BIOTECH

Anti - NEPHRIN

KAT. CiSLO

DB 017-0.05 (50 i)
DB 017-0.1 (100 pl)

INFORMACIE O PRODUKTE

Klon: Y17-R
Uniprot cislo: Human: 0O60500; Mouse: Q9QZS7; Rat: Q9R044
Popis produktu: Kralicie anti-nephrin klonalne 1gG

Informacie o produkte: Klon krali¢ich imunoglobulinov odpovedajtcich
majoritnému epitopu imunogénnemu peptidu

Imunogén: Peptid derivovany z centralnej Casti piatej Ig-like
domény ludského nephrinu. Protilatka rozoznava
epitop medzi Cys465-Cys528.

Specificita: Ludsky antigén, mySaci antigén, potkani antigén

WESTERN BLOT (WB) PROTOKOL - NAVOD NA POUZITIE

Roztoky pre Western blotting:
- Premyvaci pufor: 1x Tris Bufferd Saline (TBS); 0,1% Triton X-100
- Blokovaci pufor: 1x TBS; 0,1% Triton X-100; 5% su$ené mlieko

Pre Western blot: inkubacia membrany 2 hodiny pri izbovej teplote s protilatkou
rozpustenou v blokovacom pufri.
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Western blot analyza mySacieho
nephrinu: draha 1 — 50 ng; draha 2 — 100
50 ng; draha 3 — 200 ng rekombinantného
mysSacieho nephrinu (extracelularna
37 doména, GIn37 — Thr1049; Kat. Cislo:
=== 3159/NN, R&D systems).

Pufor: 20 mM Tris-HCI, pH 8.0

Stabilizator: 10 mg/ml BSA

Konzervaéna latka: 0.05% NaNs

Skladovanie: 10 pl produktu pri -20 °C

Manipulacia: Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu
Expiracia: 24 mesiacov odo dna odoslania

Aplikacia: Western blot, ELISA, Imunoprecipitacia

Riedenie: Western blotting — 1:5 000;

ELISA — 1:50 000-1:100 000;
Imunoprecipitacia — podla testovania zakaznika

PROTOKOL PRE IMUNOCYTOCHEMIU (ICC) - NAVOD NA POUZITIE
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Naneste na sklicko roztok 1% Zelatiny a nechajte pdsobit po dobu 2 hodin pri izbovej teplote.
Dobre oplachnite destilovanou vodou, a nechajte zaschnut cez noc pri izbovej teplote (alebo
pouzite sklicka uz potiahnuté Zelatinou). Pred aplikovanim buniek skli¢ko

opléachnite roztokom PBS (pH 7.2).

Bunky fixujte 4% roztokom paraformaldehydu (v PBS, pH 7.2) po dobu 15 min pri izbovej
teplote.

Oplachnite sklicko PBS pufrom (pH 7.2) 2 x 3 min.

Permeabilizujte bunky roztokom 0.1% Triton X-100 (v PBS, pH 7.2) po dobu 5 min. na lade.
Opléchnite sklicko PBS pufrom (pH 7.2) 2 x 3 min.

Inkubujte bunky v blokovacom pufri (0.3M glycine v PBS pH 7.2; 2% BSA) po dobu 30 min. pri
izbovej teplote.

Inkubujte bunky s primarnou protilatkou: Anti-Bcl2 nariedenou 1:100 - 1:300 v nariedovacom
pufri (PBS pH 7.2; 1% BSA) po dobu 1 hodiny, pri izbovej teplote, vo vihkej komorke.
Oplachnite sklicko PBS pufrom (pH 7.2) 2 x 3 min.

Aplikujte sekundarnu protilatku (v tomto pripade bola pouzita “Goat anti-rabbit IgG-FITC” od
Jackson Immunoresearch, cat. # 111-095-003, nariedena 1:300 v nariedovacom pufri (PBS
pH 7.2, 1% BSA), a inkubovana po dobu 1 hodiny pri izbovej teplote v tme).

Oplachnite sklicko PBS pufrom (pH 7.2) 3 x 3 min.

Rychlo oplachnite destilovanou vodou.

Pre pozorovanie aplikujte 1 kvapku vhodného montovacieho média (v tomto pripade pouZzité
“Fluoroshield™” od Sigma; cat. # F6182).

Reprezentativny obrazok expresie
Nephrinu v bunkach HEK293,
vizualizovanej krali¢ou klonalnou
monos$pecifickou protilatkou Anti-
Nephrin. Riedenie primarnej
protilatky - 1:700.

UPOZORNENIA
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Reagencia je uréena pre profesionalnu In vitro diagnostiku v laboratériach.
Nepouzivajte reagenciu po uplynuti doby pouzitelnosti.

Chrarite obsah flasti¢ky pred kontaminaciou.

Akakolvek odchylka od odporuc¢anych postupov uvedenych v pracovnom protokole

mozZe mat vplyv na kone¢né vysledky.

5. Reagencia obsahuje azid sodny (NaN3), ktory je toxicky pri vy$Sich koncentraciach,
avsak koncentracia pritomna v tejto reagencii (0,05%) nie je povazovana za
nebezpecénl.

6.  Likvidacia odpadového materidlu sa musi vykonat podla platnych miestnych
predpisov.

7. Pouzivajte pri praci ochranné prostriedky a vyvarujte sa kontaktu s o¢ami a pokozkou.
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