Lumiprobe

Farbung von Nukleinsauren in Gelen mit dem Farhstoff dsGold®

dsGold (auch bekannt als Oxazol-Gold) ist ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der zur Farbung von dsDNA, ssDNA und RNA
in elektrophoretischen Gelen verwendet wird.

dsGold zeigt eine ber 1000-fache Verstarkung der Fluoreszenz bei Bindung an Nukleinsduren und besitzt mit 0,6-0,7 die
hochste Quantenausbeute im Vergleich zu anderen Farbstoffen wie Ethidiumbromid (EtBr), dsGreen oder ssGreen.
Die Farbstoff-Nukleinsdure-Komplexe weisen zwei Fluoreszenz-Anregungsmaxima bei 300 nm und 495 nm sowie ein
Emissionsmaximum bei 546 nm auf. Dadurch kdnnen dsGold-gefarbte Gele sowohl mit UV- als auch mit Blaulicht-
Transilluminatoren unter Verwendung geeigneter Filter visualisiert werden.

Die hohe Sensitivitdt von dsGold ermdglicht den Nachweis von lediglich 25 pg DNA in denaturierenden Gelen mit Harnstoff,
Glyoxal und Formaldehyd. Der Farbstoff diffundiert rasch auch in dicke und hochprozentige Agarosegele. Aufgrund der geringen
Eigenfluoreszenz des ungebundenen Farbstoffs ist bei formaldehydhaltigen Gelen keine Entfarbung erforderlich.

Die Anwesenheit von dsGold in tiblichen Arbeitskonzentrationen beeintréachtigt weder die Aktivitat von T4-DNA-Ligase, Tag-
Polymerase noch von Restriktionsendonukleasen, noch interferiert es mit Northern- oder Southern-Blot. Der Farbstoff kann
durch Ethanolféllung leicht von Nukleinsduren entfernt werden, sodass reine Matrizen fiir nachfolgende Anwendungen oder
Analysen zur Verfiigung stehen.

Handhabung und Entsorgung

Vor dem Offnen sollten die Gefale auf Raumtemperatur erwdrmt und kurz in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert werden,
damit sich die Ldsung am Boden des GefaBes sammelt.

Zur Mutagenitat oder Toxizitdt von dsGold liegen bisher keine Daten vor. Da dieses Reagenz jedoch an Nukleinsduren hindet,
sollte es als potenziell mutagen betrachtet und entsprechend vorsichtig gehandhabt werden.

Der Umgang mit der Stammldsung in DMSO erfordert besondere Vorsicht, da DMSO die Aufnahme organischer Molekiile
in Gewebe verstarken kann. Es wird empfohlen, beim Arbeiten mit der Stammlésung doppelte Handschuhe zu tragen.

Wie bei allen Nukleinsaure-Farbstoffen miissen Lésungen von dsGold gemaR den lokalen Entsorgungsvorschriften entsorgt
werden.

Protokoll zur Farbung von Nukleinsauren

Dieses Protokoll beschreibt die Farbung von Nukleinsduren durch Inkubation des Gels in einer dsGold-Lsung. Eine Zugabe des
Farbstoffs zum Gel vor der Elektrophorese wird nicht empfohlen, da dsGold die elektrophoretische Mobilitat der Nukleinsauren
stark verlangsamt.

1. Geben Sie das bendtigte Volumen 1x TAE-, TE- oder TBE-Puffer in ein Kunststoffgefal hinzu. Fiir ein Agarosegel mit einem
Volumen von 20 ml sind 35—50 ml Férbeldsung ausreichend.

2. Geben Sie das Farbstoffkonzentrat zum Puffer im Verhaltnis 1:10.000 hinzu und mischen Sie griindlich.
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Wichtig. Die Farbung mit dsGold ist pH-abhéngig. Fir optimale Ergebnisse sollte die Farbelésung bei der jeweiligen
Farbetemperatur einen pH-Wert zwischen 7,5 und 8,0 (bevorzugt 8,0) aufweisen.

Fiihren Sie die Elektrophorese der Probe(n) in Agarose- oder Polyacrylamidgelen durch. Ein Vorwaschen von Gelen, auch
bei Harnstoff-, Formaldehyd- oder Glyoxal-Gelen, ist nicht erforderlich.

Legen Sie das Gel in eine Kunststoffschale (z. B. Deckel einer Pipettenspitzenbox oder handelsiibliches KunststoffgefaR).

Wichtig: Verwenden Sie kein GlasgeféaB, da der Farbstoff an den Gefalwanden adsorbieren kann, was zu einer
unzureichenden Féarbung des Gels fihrt.

Fiigen Sie ausreichend Farbeldsung hinzu, um das Gel vollstandig zu bedecken.
Decken Sie das Gel und die Farbeldsung mit Aluminiumfolie ab oder stellen Sie sie lichtgeschitzt.

Inkubieren Sie das Gel mindestens 20 Minuten bei 37 °C unter konstantem Schitteln auf einem Orbital-Schittler bei
50-80 U/min in der Farbstofflésung. Die Inkubationszeit hangt von der Geldicke und dem Agarose- oder Polyacrylamid-
Gehalt ab.

Die Farbelésung kann lichtgeschiitzt 3- his 4-mal wiederverwendet werden, jedoch ergeben frische Losungen die besten
Ergebnisse.

Visualisierung und Dokumentation von Gelen

dsGold wird optimal bei 495 nm angeregt, das Emissionsmaximum des dsGold/dsDNA-Komplexes liegt bei 546 nm.

Die Visualisierung erfolgt mit einem griin/gelben Filter. Die optimale Belichtungszeit oder andere Gerateeinstellungen werden
experimentell bestimmt.

Fiir die Visualisierung von mit dsGold gefarbten Gelen kénnen Blaulicht-Transilluminatoren oder UV-Quecksilberlampen (254 nm
und 300 nm) verwendet werden. Gefarbte Gele kdnnen auch mit Laser-Scannern visualisiert und analysiert werden.

Entfernung des Farhstoffs dsGold aus Nukleinsauren

dsGold lasst sich durch Ethanolfallung effizient aus Nukleinsduren entfernen. Mehr als 97 % des Farbstoffs werden in einem
einzigen Fallungsschritt entfernt. Die Verwendung von Ammoniumacetat als Féllungssalz entfernt iiber 99 % des Farbstoffs.

1. Geben Sie zu der Nukleinsdureprobe eines der folgenden Salze bis zur angegebenen Endkonzentration zu: 200 mM NaCl,
300 mM Natriumacetat (pH 5,2), 2 M Ammoniumacetat. Mischen Sie die Probe vorsichtig.
2. Flgen Sie 2 Volumen eiskalten absoluten Ethanols hinzu, mischen Sie gut und inkubieren Sie die Probe 30 Minuten bei
0 °C (auf Eis).
3. Féllen Sie die Nukleinséuren durch Zentrifugation fiir mindestens 15 Minuten bei 10.000-12.000 % g aus.
4. Entfernen Sie den Uberstand und waschen Sie das Pellet mit 70 % Ethanol.
9. Wiederholen Sie die Zentrifugation, um die Nukleinsduren vollstandig auszuféllen.
6. Lassen Sie das Pellet an der Luft trocknen und resuspendieren Sie es bei Bedarf.
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