Lumiprobe

NHS-Estermarkierung von Biomolekiilen, die primare Aminogruppen enthalten

NHS-Ester (N-Hydroxysuccinimidester) und andere aktivierte Ester (Sulfo-NHS, Sulfotetrafluorophenyl — STP) sind
reaktionsfahige Verbindungen, die fiir die Modifizierung von Aminogruppen geeignet sind. NHS-Ester sind die am weitesten
verbreitete Art von aktivierten Estern.

Ubliche Modifizierungen sind Fluoreszenzfarbstoffe, Fluoreszenzldscher (Quencher) und andere Reportergruppen. Alkingruppen
und Azidogruppen kénnen unter Verwendung aktivierter Ester angefiigt werden, um Biomolekiile fiir die Click-Chemie nutzbar
zu machen.

Besonders héufig sind Modifikationen von Proteinen und Peptiden, da diese fast immer Aminogruppen enthalten. Weitere
Beispiele sind Modifikationen von Amino-Oligonukleotiden, Amino-modifizierter DNA und Amino-haltigen Zuckern.

Die Reaktion von NHS-Estern mit Aminogruppen ist stark pH-abhangig: Bei niedrigem pH-Wert wird die Aminogruppe
protoniert und es findet keine Modifikation statt. Bei einem (iber dem optimalen pH-Wert erfolgt die Hydrolyse des NHS-
Esters schnell und die Ausbeute an modifiziertem Molekil nimmt ab. Der optimale pH-Wert fiir die Modifikation liegt bei
8,3-8,5.

Wasser ist das am haufigsten verwendete Losungsmittel zum Aufldsen von NHS-Estern fiir die Markierung von Biomolekiilen.
Wenn NHS-Ester in wéssrigen Losungen schlecht ldslich ist, kann er zundchst in Dimethylsulfoxid (DMSQO) oder
Dimethylformamid (DMF) geldst und dann zu einer Proteinldsung in einem Puffer mit pH 8,3-8,5 gegeben werden. Beachten
Sie, dass DMF zu Dimethylamin zerfallen kann, das fischig riecht und mit aktivierten Estern reagieren kann. Daher ist es fiir
die Kennzeichnung von Biomolekiilen wichtig, hochwertiges DMF zu verwenden, dass kein Dimethylamin enthalt und keinen
Fischgeruch hat.

Wir empfehlen folgendes Protokoll fur die Markierung von Biomolekulen mit
von Lumiprobe hergestellten NHS-Estern:

1. Berechnen Sie die erforderliche Menge an NHS-Ester mithilfe der folgenden Formel oder unserem
Proteinmarkierungsrechner:

NHS Ester Gewicht [mg] = 8 x Amino_Verbindung_Gewicht [mg] x NHS Ester Molekiilmasse /
Amino_Verbindung_Molekiilmasse

8 ist ein molarer Uberschuss an NHS-Ester. Es handelt sich um einen empirischen Wert fiir die Monomarkierung, der fiir
viele gangige Proteine und Peptide geeignet ist. In einigen Féllen kann jedoch die Verwendung von weniger oder mehr
NHS-Ester die Ausheute an modifizierten Biomolekiilen erhéhen. Dies hangt von der Proteinstruktur, dem zur Markierung
verwendeten Reagenz und seiner Loslichkeit ab. Das Molgewicht der Lumiprobe-Produkte finden Sie auf den
entsprechenden Produktseiten.

Um zum Beispiel 3 mg BSA (Molekiilmasse 66.500) mit einem Cyanind NHS-Ester (Molekiilmasse 616) zu markieren und die maximale Ausbeute
an einfach markiertem Produkt zu erhalten, muss man 8 x 3 mg x 616 / 66.500 = 0,22 mg des Cyanind NHS-Esters einsetzen.

2. Berechnen Sie das Volumen der Reaktionsmischung. Die optimale Konzentration des Biomolekiils in der
Markierungsreaktion betragt 1-10 mg pro ml. Die Markierung kann in jedem MaRstab von Nanomol bis zu mehreren
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Dutzend Gramm durchgefihrt werden. Wenn Sie eine geringe Menge an Biomolekiilen kennzeichnen, halten Sie das
Volumen der Reaktionsmischung auf einem Minimum (10-20 uL).

. NHS-Ester in 1/10 Reaktionsvolumen Wasser, DMF oder DMSO auflésen. Dimethylaminfreies DMF oder Wasser sind

bevorzugte Losungsmittel. In DMF geldster NHS-Ester kann in Ldsung 1-2 Monate bei -20 °C gelagert werden. Eine
wassrige Losung des NHS-Esters sollte unmittelbar nach der Zubereitung verwendet werden.

. Biomolekiil in 9/10 Reaktionsvolumen Puffer mit pH 8,3-8,5 auflésen.

0,1 M Natriumbicarbonatldsung hat einen geeigneten pH-Wert. Eine weitere Alternative ist 0,1 M Phosphatpuffer.
Beachten Sie, dass der pH-Wert der wichtigste Faktor fiir die erfolgreiche Markierung von Biomolekiilen mit NHS-Ester
ist. Vermeiden Sie die Verwendung von Puffern, die Amine enthalten (Tris-basierte Puffer kinnen manchmal verwendet
werden, werden aber nicht empfohlen. Tris enthalt Aminogruppen, aber seine Affinitat zu aktivierten Estern ist gering).

Beachten Sie bei der Etikettierung im groBen MaBstab (mit Hunderten von Milligramm NHS-Ester), dass die Mischung
aufgrund der Hydrolyse des NHS-Esters mit der Zeit dazu neigt, anzuséuern. Uberwachen Sie den pH-Wert oder
verwenden Sie dann einen konzentrierteren Puffer.

. NHS-Esterldsung zur Lésung des Biomolekiils hinzufiigen und gut vortexen. Uber Nacht auf Eis oder mindestens 4 Stunden

bei Raumtemperatur aufbewahren.

. Reinigen Sie das Konjugat mit einer geeigneten Methode: Die Gelfiltration fiir Makromolekiile ist die gebrduchlichste

Methode. Eine weitere Alternative ist die Chromatographie. Fiir Proteine und Nukleinsauren kann eine Ethanol- oder
Acetonfallung eingesetzt werden. Organische Verunreinigungen (wie N-Hydroxysuccinimid, NHS-Ester, durch Hydrolyse
entstandene Saure) lassen sich mit diesen Methoden fast immer leicht abtrennen.
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