ROTIPHORESE® PROclamp MINI
Vertikales Elektrophorese System

Komplettset:
3501.1 ROTIPHORESE® PROclamp MINI
mit Zubehor und GelgielZmodul

= Tank + Laufmodule + Zubehor
+ Gelgiefmodul

Standardset ohne GelgieRmodul: / :’l
3502.1 ROTIPHORESE® PROclamp : =
MINI mit Zubehor
= Tank + Laufmodule + Zubehor

Set fir Fertiggele: — f
3503.1 ROTIPHORESE® PROclamp ~_ ; N
MINI ohne Zubehér —

= Tank + Laufmodule

WICHTIGER HINWEIS:
Bitte lesen Sie die Bedienungsanleitung ausfuhrlich vor Inbetriebnahme.

Warnhinweis:

Wie bei allen elektrischen Geraten besteht auch bei diesen Einheiten die Gefahr von tédlichen
Spannungen, wenn sie an eine Stromversorgung angeschlossen werden. Die Elektrophorese-
Kammern dirfen nur von qualifiziertem, technisch geschultem Personal bedient werden.

Die vertikalen Elektrophoreseeinheiten von Roth sind fir langen Gebrauch und reproduzierbare
Ergebnisse in lhrem Labor konzipiert. Nehmen Sie sich bitte einen kurzen Moment Zeit um diese
Anleitung zu lesen.

Uberpriifen Sie bitte, ob Sie das Gerat vollstandig und unbeschéadigt erhalten haben. Fehler oder
Verluste missen Roth sofort mitgeteilt werden. Roth kann fir Waren, die ohne Mitteilung
zuruckgeschickt werden, keine Verantwortung tibernehmen.

Sehen Sie sich die Packliste durch und tberprifen Sie, ob alle Komponenten und Zubehdrteile
vorhanden sind.

Bitte bewahren Sie die gesamte Verpackung bis zum Ende der Garantiefrist auf.
Bei Fragen wenden Sie sich bitte an uns, Tel.: 0721/5606-0.



SPEZIFIKATION

Technische Daten

Anwenderfreundliche Konstruktion im Spritzgussverfahren — 100 % dicht und nicht-leckend.
Doppelt isolierte Kabel, die bis 1000 Volt sicher sind.

Mit Gold beschichtete, korrosionsfreie, elektrische Verbindungen, die bis 1000 Volt sicher sind.
Eingesenkte, im Sicherheitsdeckel integrierte Stromverbindungen.

0,2 mm dicke Platin-Elektroden von 99,99 % iger Reinheit.

Platin-Elektroden, die vom Benutzer selbst ausgetauscht werden kdnnen.

Die Silikongummi-Dichtung bildet eine leckfreie Abdichtung und ist einfach zu reinigen oder
auszutauschen.

e Benutzerfreundliches Klemmsystem

e Breites Spektrum an Zubehor

Umgebungsbedingungen

e Das Gerat darf nur in InnenrGumen verwendet werden.

e Das Gerat kann ohne Sicherheitsverlust in bis zu einer H6he von 2000 m tber N. verwendet
werden.

e Die normale Arbeitstemperatur liegt zwischen 4 °C und 65 °C.

¢ Die maximal mégliche relative Luftfeuchtigkeit von 80 % bei Temperaturen von 31 °C nimmt bei
Temperaturen von 40 °C linear auf 50 % ab.

Alle Roth Produkte, die ausgeliefert werden, haben eine strenge Qualitatskontrolle
durchlaufen.

PACKLISTE

Inhalt 3501.1 (komplett) 3502.1 (standard) | 3503.1 (f. Fertiggele)
Tank mit Deckel und Kabeln 1 1 1
Laufmodul 1 1 1
Dummyplatte (10 x 10 cm) 1 1 1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) 2 2 -
Glasplatten (10 x 10 cm) mit 2 2 -
fixierten 1 mm Spacern

1 mm Kamme mit 12 Zdhnen 2 2 -
Kihlpad 1 1 1
Gelgiel3modul 1 - -
Schrauben, optional verwendbar 4 4 4

Module und Zubehor

(Das Zubehdr kann unter den angegebenen Bestellnummern bei Carl Roth GmbH + Co. KG bezogen werden.
Weitere Reagenzien und Zubehor fir die PAGE finden Sie im Anhang, Absatz K.)

Dicke (mm) VE Best.-Nr.
Tank (ohne Deckel) - 1 Stick 3509.1
Ersatzdeckel - 1 Stick 3511.1
Laufmodul - 1 Stick 3504.1
GelgielSmodul - 1 Stick 3506.1
Ersatzgummimatte fur GelgieBmodul (2 pro Set) - 1 Set 3507.1
Kihlpad - 1 Stick 3512.1
Ersatzelektrode (& 0,2 mm) - 1 Stick T794.1
Gel Multi Caster fur 12 Gele - 1 Stick 3118.1
Standard-Glasplatten (10 x 10 cm) 2,0 1 Paar 3528.1
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) 2,0 1 Paar 3522.1
Dummyplatte (10 x 10 cm) 50 1 Stiick 3520.1
Glasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (0,5 mm) 2,0 1 Paar 3531.1
Glasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (0,75 mm) 2,0 1 Paar 3537.1
Glasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (1,0 mm) 2,0 1 Paar 3542.1
Glasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (1,5 mm) 2,0 1 Paar 3547.1



Glasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (2,0 mm) 2,0 1 Paar 3548.1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (0,5 mm) 2,0 1 Paar 3552.1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (0,75 mm) 2,0 1 Paar 3561.1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (1,0 mm) 2,0 1 Paar 3563.1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (1,5 mm) 2,0 1 Paar 3567.1
Ohrenglasplatte (10 x 10 cm) mit Spacern (2,0 mm) 2,0 1 Paar 3568.1
Spacer 0,5 1 Paar 3570.1
Spacer 0,75 1 Paar 3573.1
Spacer 1,0 1 Paar 3578.1
Spacer 1,5 1 Paar 3579.1
Spacer 2,0 1 Paar 3584.1
Zum Giel3en von Doppelgelen:
Dicke (mm) | VE Best.-Nr.
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) mit Spacern (0,5 mm) 2,0 1 Paar 3552.1
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) mit Spacern (0,75 mm) 2,0 1 Paar 3561.1
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) mit Spacern (1,0 mm) 2,0 1 Paar 3563.1
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) mit Spacern (1,5 mm) 2,0 1 Paar 3567.1
Ohrenglasplatten (10 x 10 cm) mit Spacern (2,0 mm) 2,0 1 Paar 3568.1
‘\\xwu m g i
Kamme d | ;
max. Probenvolumen pro Tasche
1+1 5 8 10 12 16 20
0,5 mm 325 i 50 pl 30 pl 20 pl 18 ul 13 ul 10 ul
0,75 mm 500 pl 70 pl 40 pl 30 pl 25 pl 20 pl 15 ul
1,0 mm 650 pl 100 pl 60 pl 40 pl 35 ul 25 pl 20 pl
1,5mm 1000 pl 140 ul 80 pl 60 pl 50 pl 40 pl 30 pl
2,0 mm 1300 pl 200 pl 120 ul 80 pl 70 pl 50 pl 40 pl
Taschen 1+1 5 8 10 12 16 20
Dicke Best.-Nr. | Best.-Nr. | Best.-Nr. | Best.-Nr. | Best.-Nr. | Best.-Nr. | Best.-Nr.
0,5 mm 3585.1** | 3587.1 3593.1 3595.1* | 3597.1 3598.1* | 3599.1
0,75 mm 3600.1** | 3605.1 3606.1 3610.1* | 3612.1 3614.1* | 3615.1
1,0 mm 3622.1** | 3632.1 3632.1 3633.1* | 3638.1 3640.1* | 3641.1
1,5mm 3642.1* | 3644.1 3649.1 3656.1* | 3657.1 3658.1* | 3659.1
2,0 mm 3662.1** | 3664.1 3665.1 3667.1* | 3668.1 3672.1* | 3674.1
*Kompatibel mit Multi-Pipetten **Kamme fur praparative Gele
Tab.1 Betriebsdaten fur Gele von 1 mm Dicke
bendtigter Puffer Ca. Gelvolumen
Oberer Tank Unterer Tank
100 ml 250 ml (ohne Kahlung) [
100 ml 1000 ml (mit Kiihlung)
Spannung (V) Stromstéarke (mA)
maximal empfohlen maximal empfohlen
100 - 150 V 25 — 45 mA (1 Gel) 10 - 15 mA

225V (10 — 15 V/cm) 40 — 90 mA (2 Gels)



BENUTZUNG DER VERTIKALEN GELELEKTROPHORESE-EINHEITEN

A. Sicherheitsvorkehrungen

Lesen Sie die Gebrauchsanweisung bitte vollstandig durch, bevor Sie die Kammer in Betrieb nehmen.

Trennen Sie in jedem Fall die Elektrophoreseeinheit vom Netzgeréat, bevor Sie den Schutzdeckel
abnehmen. Trennen Sie zuerst das Netzgerat von der Stromversorgung, bevor Sie die Kabel
entfernen.

Uberschreiten Sie nicht die maximal zulassige Arbeitsspannung oder Stromstarke (siehe Tabelle 1).

Acrylamid ist ein fliichtiges, sich anreicherndes Neurotoxin und vermutlich krebserregend. Tragen Sie
bei der Arbeit mit Acrylamid immer Schutzkleidung und befolgen Sie genau die Arbeitsanleitung sowie
die Vorschriften zur Entsorgung. Polymerisierte Gele enthalten Reste von unpolymerisiertem
Monomer. Arbeiten Sie ausschlief3lich mit Schutzhandschuhen.

Flllen Sie das Gerét nicht Gber die maximale Flllhdhe mit Laufpuffer auf.
Bewegen Sie das Geréat wahrend des Laufs nicht.

ACHTUNG:

Wahrend der Elektrophorese werden an den Elektroden sehr kleine Mengen verschiedener Gase
gebildet. Die Art des gebildeten Gases ist abhéangig von der Zusammensetzung des verwendeten
Puffers. Damit sich diese Gase verflichtigen konnen, muf3 sichergestellt sein, dass das Geréat in
einem gut beltfteten Raum verwendet wird.

B. Allgemeine Pflege und Wartung

Reinigen Sie das Gerat regelmaRig mit handwarmem Wasser und einer milden Seifenlésung. Haufig
ist ein Spulen mit destilliertem Wasser vollig ausreichend. Trocknen Sie vor Gebrauch die Einzelteile
mit sauberen Tuchern z.B. Roth Tissue-Ticher (Best.-Nr. 0087.2)

Wichtig: Acrylglas ist unbesténdig gegenuber aromatischen und halogenierten Kohlenwasserstoffen,
Ketonen, Estern, Alkoholen (>25 %) und Sauren (>25 %); sie sind besonders fur das UV-transparente
Plastik ungeeignete Reinigungsmittel und darfen nicht verwendet werden. Verwenden Sie keine
Scheuermittel. Die Kammern dirfen nicht mit folgenden Reinigungsmitteln in Kontakt kommen, da
diese einen irreversiblen und zunehmenden Schaden verursachen: Aceton, Phenol, Chloroform,
Tetrachlormethan, Methanol, Ethanol, Isopropanol, Alkali.

Vor Gebrauch und danach monatlich muss das Geréat auf Undichtigkeit geprift werden. Sie kénnen
das Gerat auf ein Blatt saugféhiges Papier stellen und mit destilliertem Wasser bis zur maximalen
Fullhéhe auffillen. Mdgliche Undichtigkeiten werden Sie auf dem Papier sehen. Entdecken Sie eine
Undichtigkeit, versuchen Sie bitte nicht, das Gerat zu reparieren oder es in Betrieb zu nehmen,
sondern benachrichtigen Sie umgehend die Firma Carl Roth GmbH + Co. KG (0721/5606-0).

Die Platinelektroden sind aus Sicherheitsgriinden teilweise ummantelt. Wenn Sie den Haupttank
reinigen, verwenden Sie im Elektrodenbereich bitte trotzdem keine Reinigungsbirsten.

Stellen Sie bitte sicher, dass die elektrischen Verbindungen vor Gebrauch oder Lagerung trocken und
sauber sind.

C. RNAse Dekontamination

Kann mit dem folgenden Protokoll durchgefihrt werden:

Reinigen Sie das Gerét mit einem milden Detergens wie vorgegeben.
Waschen Sie 10 min mit 3 % Wasserstoffperoxid (H20z).

Spilen Sie mit 0,1 % DEPC-behandeltem, destilliertem Wasser.

Vorsicht: DEPC ist méglicherweise krebserregend. Treffen Sie immer die notwendigen
Vorsichtsmaflinahmen beim Gebrauch.

ROTI®Nukleinsaurefrei (Best. Nr. HP69) und RNAse AWAY(™) (Best. Nr. A998) kénnen ebenfalls
verwendet werden. Bitte lesen Sie die Verwendung in der jeweiligen Bedienungsanleitung nach.

D. Anbringen der Elektrodenkabel

1. Bitte beachten Sie die Position des Deckels auf dem Gerét. Die Farben zeigen die korrekte
Polaritéat und Orientierung der Kabel an — schwarz fur negativ und rot fur positiv.



3.

4.

Nehmen Sie den Deckel vom Gerét ab. Bitte beachten: Beim Versuch, die Kabel in den Deckel zu
schrauben, wahrend dieser auf der Kammer aufsitzt, konnen Sie die Goldbeschichtung der
Elektroden beschadigen.

Ziehen Sie die Kabel in den Gewindelochern so fest wie méglich an, damit keine Liicke zwischen
Deckel und Kante der Kabelverschraubung entsteht.

Legen Sie den Deckel wieder auf.

E. Vorbereitung der Gelplatten

1.

Reinigen Sie die Glasplatten, Abstandhalter (Spacer) und Kdmme mit einem milden Detergenz
(z.B. Spulmittel). Verwenden Sie keinesfalls Scheuermittel. Fiir Gele, die eine besonders saubere
Oberflache bendétigen (z.B. grof3e oder sehr diinne Gele, Silberfarbung), kénnen Sie die
Glasplatten anschlieBend noch mit Ethanol, Aceton und wieder mit Ethanol reinigen.

Die Glasplatten kénnen durch Bedampfen mit Dimethyldichlorsilan silanisiert werden, wenn dies
zur leichteren Trennung der Platte vom Gel nach dem Gellauf benétigt wird.

Wir empfehlen, die Glasplatten nur mit Handschuhen anzufassen (Fingerabdricke kénnen mit
Aceton entfernt werden).

. Zusammenfiigen der Glasplatten

Legen Sie die gesauberten Glasplatten mit den fixierten Spacern nach oben auf eine ebene,
saubere Unterlage und legen Sie die ebenfalls gesduberten, eingebuchteten Glasplatten
(Ohrenplatten) passgerecht darauf. Sollten Sie Standard-Glasplatten ohne fixierte Spacer
verwenden, legen Sie die Spacer langs aul3en an die kurzen Seiten der Platten und legen Sie die
Ohrenplatte darauf (Abb. 1). Achten Sie darauf, dass die matt geschliffene Seite der Glasplatten
spater die untere Kante bildet.

Bitte beachten: Die Glasplatten mit fixierten Spacern tragen an der Oberkante der Spacer einen
Pfeil als Markierung, um die obere Seite der Platten zu markieren.

Abb. 1 Zusammenfligen
der Glasplatten

Fur den gleichzeitigen Lauf von 3-4 Gelen sind dreifache
Glasplattensandwiches nétig. In ihnen kénnen 2 Gele nebeneinander
gegossen werden. Dazu verwenden Sie eine Standard- Glasplatte mit
fixierten Spacern und 2 Ohrenplatten — 1x mit und 1x ohne fixierte Spacer
(Abb. 2). Geeignet sind Gele von 1 bis 2 mm Dicke.

2.

Abb. 2
Das Gellaufmodul enthalt Druckleisten, die einen gleichmaRigen Druck auf die
Glasplatten ausiiben und gleichzeitig eine gleichmafige Druckibertragung auf die Dichtkante der
Glasplatte ermoglichen, um eine komplette Abdichtung zu gewéhrleisten (Abb. 3). Stellen Sie bitte
sicher, dass diese Druckleisten fir die Starke der verwendeten Spacer ausreichend gedffnet sind.
Die Leisten kénnen durch ein Losen der Schrauben bzw. ein Aufschieben der Klammern gedéffnet
werden. Bei Verwendung eines dreifachen Glasplattensandwiches muissen die Druckleisten ganz
offen sein.
Stellen Sie das Gellaufmodul auf eine flache Oberflache. Setzen Sie den Einsatz noch nicht in das
GelgieBmodul.
Schieben Sie beide Feststellrasten nach auf3en bis sie vollstandig angezogen sind. Wird nur ein
Gel gegossen, muss die Dummyplatte in die zweite Position gebracht und vollstandig angezogen
werden. Prifen Sie jetzt bitte, ob die unteren Kanten der Spacer und Glasplatten auf gleicher Héhe
sind.
Setzen Sie das Gellaufmodul in das GelgielRmodul ein, wahrend die Nockenstifte ganz nach auf3en
gezogen sind und die Hebel der Nockenstifte nach unten zeigen. Driicken Sie das Gellaufmodul
leicht nach unten und schieben Sie jetzt die Nockenstifte nach innen in die Bohrungen des
Gellaufmoduls.
Drehen Sie die Nockenstifte an den Hebeln in entgegengesetzter Richtung nach oben, bis das
Gellaufmodul fest am Gelgie3modul ansitzt und die Glasplatten in die Silikonmatten eingedrtickt
sind. Achten Sie bitte darauf, dass nicht zu viel Druck ausgetbt wird, da dann die



Glasplatten nach oben geschoben werden und die GelgieReinrichtung I
moglicherweise undicht wird. Das Gerat ist jetzt fur die Gelvorbereitung und ’
das Giel3en bereit.

Drehen Sie die Silikonmatte nach jedem Giel3en um, um zu vermeiden, dass
durch das Eindrucken der Glasplatten Vertiefungen entstehen. Lassen Sie
niemals das vorbereitete GelgieBmodul mit festgezogenem Gellaufmodul
stehen, da hierdurch Abdriicke in den Silikonmatten entstehen kénnen.

Die PROclamp MINI Vertikal-Kammer wird mit zusatzlichen Schrauben geliefert.
Die Gele kénnen entweder mittels der Feststellrasten oder mittels der
Schrauben befestigt werden. Zur Verwendung der Schrauben werden diese
einfach in die Schraubenbohrungen eingesteckt. Die Feststellrasten kdnnen
entfernt werden, indem Sie jede Raste ganz 6ffnen (Mittelposition) und vom Abb. 3
abgeschragten Ende an sanft nach oben biegen. Der Arretierstift l6st sich langsam

und die Klammern kénnen entfernt werden.

G. Das GielRen des Geles

1.

Fur reproduzierbare Ergebnisse und fir Ihre Sicherheit empfehlen wir die Verwendung von
Acrylamid-Stammldsungen z.B. ROTIPHORESE® Gel 30 oder ROTIPHORESE®Gel 40; weitere
Acrylamid-Stammldsungen fur Ihre Anwendungen finden Sie im Roth-Gesamtkatalog).
Acrylamid-Lésungen sollten an einem kihlen, dunklen Ort (Kuhlschrank) gelagert werden. Zum
Giel3en des Gels sollten die L6sungen Raumtemperatur haben, aber bringen Sie nur das fur das
Gel / die Gele bendtigte Aliquot auf Raumtemperatur. Vermeiden Sie Hitze- und
Sonnenexposition.

Trennung von Proteinen: Fir ein 12 %iges Gel der Gré3e 10 x 10 cm setzen Sie insgesamt 30 ml
in einem sauberen Glasgefal® an: 12 ml 30 % Acrylamid-Stammldsung, 7,5 ml Tris (1,5 M, pH
8,8), 300 pl SDS (10 %), destilliertes Wasser ad 30 ml. Direkt vor dem GielRen zugeben: 300 pl
frisch angesetztes Ammoniumpersulfat (10 %), 12 pul TEMED.

Trennung von DNA: fiir ein 12 %iges Gel der GréRRe 10 x 10 cm setzen Sie insgesamt 30 ml in
einem sauberen Glasgefafd an: 12 ml 30 % Acrylamid-Stammldsung, 6 ml 5 x TBE, destilliertes
Wasser ad 30 ml. Direkt vor dem Giel3en zugeben: 210 pl frisch angesetztes Ammoniumpersulfat
(10 %), 12 pl TEMED. Mischen ohne Luftblasen zu erzeugen.

Testen Sie ein kleines Volumen in einem separaten Gefal3, bevor Sie das Gel gie3en. Die
Polymerisation sollte innerhalb von 5-10 Minuten stattfinden. Ist das nicht der Fall, adaptieren Sie
die Bedingungen, indem Sie die zugegebene TEMED-Menge entsprechend erhéhen oder
erniedrigen. Giel3en Sie das Gel nicht im direkten Sonnenlicht.

Das GelgieRen kann direkt in der GelgieReinheit durchgefuhrt werden. Fillen Sie das Gemisch
langsam zwischen die Glasplatten ein. Vermeiden Sie die Bildung von Luftblasen.

Wenn Sie ein Zweiphasengel (Sammelgel und Trenngel) gieRen wollen, giel3en Sie zuerst das
Trenngel (s. oben) bis etwa 2 cm unter den Rand der Einbuchtung der Ohrenplatte. Achten Sie
darauf, dass sich keine Luftblasen im Gel befinden und tberschichten Sie das Trenngel vorsichtig
3-5 mm hoch mit Isopropanol. Durch den Luftabschluss erzielen Sie eine bessere Polymerisation.
Nach der Polymerisation des Trenngels gieRen Sie das Uberschichtete Isopropanol weg. Saugen
Sie Restmengen Isopropanol mit einem Filterpapier ab, vermeiden Sie dabei jeden Kontakt zur
Geloberflache. Spilen Sie den oberen Rand des Trenngels einmal destilliertem Wasser und
saugen Sie die Flussigkeitsreste wieder ab.

Setzen Sie jetzt das Sammelgel frisch an und giel3en Sie es. Stellen Sie beim Einflllen der
Kammer sicher, dass keine Luftblasen eingeschlossen werden. Sammelgele bestehen i. d. R.
aus 5 % igem Acrylamid. Setzen Sie insgesamt 5 ml in einem sauberen Glasgefa an: 830 pl

30 % Acrylamid-Stammlésung, 630 pl Tris (1 M, pH 6,8), 50 ul SDS (10%), destilliertes Wasser
ad 5 ml. Direkt vor dem GieRRen zugeben: 50 pul frisch angesetztes Ammoniumpersulfat (10 %),

5 pl TEMED.

Schieben Sie sofort vorsichtig einen Kamm zwischen die Gelplatten und lassen Sie die
Acrylamidldsung auspolymerisieren.

Vorsicht: Schieben Sie den Kamm langsam ein! Vermeiden Sie ein Spritzen des Acrylamids!
Wir empfehlen, fiir diesen Schritt einen Augenschutz zu tragen.

Sobald das Sammelgel polymerisiert ist, kbnnen Sie das Gel verwenden. Entfernen Sie die Halter
des Gelgie3standes und entnehmen Sie das Laufmodul mit den gegossenen Gelen.

Fir den Lauf: Offnen Sie nicht die Klammern am Laufmodul, sondern setzen Sie es mit den
Gelen in den Tank ein.

Fir eine Lagerung: Offnen Sie vorsichtig die Klammern. Schlagen Sie das Gel leicht feucht in
Klarsichtfolie ein und lagern Sie es bei 4 °C fir maximal 2 Tage.




H. Gel- und Puffervolumina / Bedingungen fir den Gellauf / Kihlung

Falls Sie mit nur einem Gel arbeiten, bringen Sie bitte auf der anderen Seite des Laufmoduls die
Ausgleichsplatte an. GieRen Sie ca. 1 | Laufpuffer in den &uBeren (unteren) und ca. 100 ml Laufpuffer
in den inneren (oberen) Puffertank. Laufpuffer fur Proteingele: Tris-Glycin-Puffer; 25 mM Tris-base,
250 mM Glycin (pH 8,3), 0,1 % SDS; Laufpuffer fir DNA-Gele: 1 x TBE.

Einige Richtlinien fir die Arbeitsbedingungen sind in Tabelle 1 (Seite 3) dargestellt, jedoch variieren
die Bedingungen in Abhangigkeit von der Gelanzahl, ihrer Zusammensetzung und dem
Vernetzungsgrad Polyacrylamids. Der benétigte Strom nimmt proportional zur Gelanzahl oder
Geldicke zu, vorausgesetzt die Spannung erweist sich nicht als begrenzend. Zum Beispiel bendtigen 2
Gele eine doppelt so hohe Stromstarke wie ein Gel, bei gleicher Spannung. Durch Erhéhung der
Gelkonzentration erhéht sich der elektrische Widerstand und dadurch verringert sich die
Wanderungsgeschwindigkeit. Es kénnen héhere Spannungen angelegt werden, achten Sie jedoch
bitte darauf, dass das Gel nicht Giberhitzt wird. Die Leitfahigkeit von Gelen mit nicht dissoziierenden
Puffersystemen variiert enorm und die Bedingungen miissen empirisch bestimmt werden.

Falls gewlinscht, legen Sie die vorgekiihlten Kihlakkus in das Ende des Tanks. Die Akkus sollten mit
der kurzen Seite nach unten am Ende des Tanks positioniert und in die Vertiefung gedrlckt sein.

Die Akkus kénnen auch entlang der Vorderseite des Tanks angebracht werden. Wird das Kihlset
verwendet, muss das niedrigere Puffervolumen auf mindestens 1000 ml erhéht werden.

Bitte beachten: Bringen Sie die Akkus nie unter dem Modul im Boden des Tankes an. Dies verhindert
nur den Stromfluss durch das Gel und fuhrt dazu, dass das Gel langsam lauft und das Gerat Giberhitzt
wird.

Die Angaben zu den Laufbedingungen dienen nur als Richtlinien und gelten fir SDS-Tris-Glycin-Gele.

Sollten die Platten heil werden, erhohen Sie die Wasserflussraten innerhalb der empfohlenen
Grenzen oder reduzieren Sie die Stromstarke.

|. Probenauftrag

1. Entfernen Sie vorsichtig den Probenkamm und spiilen Sie sofort die Vertiefungen mit einer Spritze
oder Plastikpasteurpipette mit Laufpuffer aus.
Bei Verwendung von denaturierenden SDS-Gelen ist kein Vorlauf nétig. Bei nativen Proteingelen
oder bei DNA-Gelen lassen Sie diese bitte ca. 30 Min. im Gerét vorlaufen, bevor sie die Proben
auftragen.
Der Tabelle 2 kdnnen die Proteinmengen entnommen werden, die erfolgreich auf ein
Gel aufgetragen werden kdnnen.

2. Versetzen Sie lhre Proteinproben mit 1/3 Volumen ROTI®Load 4fach (SDS-Laufpuffer) oder
nehmen Sie das Pellet in ca. 20 pl 1 x ROTI®Load auf. Erhitzen Sie die Probe fiir 3 Min. auf
100 °C oder fur 5 Min. auf 80 °C. Zentrifugieren Sie sie fur 5 Min. bei 12000 g.
DNA wird mit 1/5 Volumen 6 x Probenpuffer versetzt (z. B. 6 x ROTI®Load DNA) oder pelletierte
DNA in 1 x Laufpuffer aufgenommen (z. B. 1 x ROTI®Load DNA).

Tabelle 2

Geltasche Einzelbande zahlreiche Banden Probenvolumen
1 mm x4 mm 1-6 ug 30-60 ug <40 pl

1,5 mm x 4 mm 1-10 ug 50-100 pg <60 ul

3. Tragen Sie die Proben mit einer Pipette mit Gelladespitze auf. Vermeiden Sie dabei, Probe aus
der Sedimentregion am Boden des Reaktionsgefalies zu entnehmen. Die Pipettenspitze sollte
wahrend des Probenauftrags 1-2 mm tber dem Boden der Auftragungsvertiefung gehalten
werden, um die Verdinnung der Probe zu minimieren und um die Probe als dichte Schicht
aufzutragen. Fullen Sie die unbenutzten Taschen mit gleichen Volumina 1 x Probenpuffer, um
einen gleichméRigen elektrischen Widerstand tiber das gesamte Gel zu ehalten. Schliel3en Sie
den Sicherheitsdeckel fest, um sicherzustellen, dass die elektrischen Verbindungen guten Kontakt
haben.

4. Verbinden Sie die Elektrophoresekammer mit dem Netzgerat und schlieBen Sie dieses an die
Stromversorgung an. Stellen Sie an lhrem Netzgerat die fir das jeweilige Gel erforderlichen Werte
ein (siehe auch Tabelle 1).



J. Das Ende des Gellaufes

1. Stellen Sie die Schalter des Netzgerates auf Null, schalten Sie die Stromversorgung ab und
entfernen Sie die Kabel.

2. Entfernen Sie den Sicherheitsdeckel, indem Sie von oben gegen den Tank driicken und den
Deckel herunternehmen.

3. Entnehmen Sie das Laufmodul aus dem Tank und gieRen Sie den Puffer aus der oberen
Pufferkammer aus. Nun kdnnen Sie vorsichtig die Klammern lI6sen und das Gel / die Gele
entnehmen.

4. Nachdem Sie das Gel aus der Halterung entfernt haben, trennen Sie die Platten mit einer festen
breiten Klinge. Beginnen Sie dabei das Trennen der Platten nicht an den Ausbuchtungen.
Verteilen Sie die Kraftwirkung iber eine groRe Flache.

5. Uberfiihren Sie das Gel vorsichtig in eine Farbekammer und farben Sie es mit Giemsa
(z.B. ROTI®-Blue A152) oder durch Silberfarbung. Oder tbertragen Sie es zum Blotten auf eine
Membran. DNA-Gele kénnen mit Ethidiumbromid gefarbt werden.

6. Nachdem das Gel entfernt wurde, reinigen Sie die Platten sorgfaltig und spiilen sie mit
destilliertem Wasser.

7. Leeren Sie die Pufferkammer mit einer Vakuumpumpe und einer angeschlossenen Fangflasche
oder giefRen Sie vorsichtig den Puffer ab.

8. Spllen Sie die Kammer mit destilliertem Wasser, trocknen Sie danach die elektrischen
Verbindungen mit einem Tuch antsprechend den Angaben in B. Stellen Sie
vor erneutem Gebrauch oder Lagerung sicher, dass die Verbindungen sauber und trocken sind.

K. Zusatzliche Reagenzien und Hilfsmittel

Aceton, >99,5 %, zur Synthese 5025
Ammoniumpersulfat (APS) 9592
Ethanol 70 %, DAB 7301
Ethidiumbromid 7870
Ethidiumbromidlésung 1% 2218.2
Filterpapier fir Gel-Blotting 4926
Isopropanol 6752
Klemmen z.B. 0566
Natriumazid K305
Nivelliertisch N854
ROTI®Blue 5x Kolloidale Coomassie-Farbung Al152
ROTI®Blue quick, Schnellfarbelésung 4829
ROTI®GelStain (Ersatz fiir Ethidiumbromid) 3865
ROTI®GelStain Red (Ersatz fir Ethidiumbromid) 0984
ROTILABO®Halteklammern 0827
ROTI®Load 1, 4x (reduzierend) K929
ROTI®Load 2, 4x (nicht-reduzierend) K930
ROTI®Load 3 (LDS), 4x (nicht-reduzierend) 3359
ROTI®Load DNA 1x (mit Glycerin) 0100
ROTI®Load DNA 6x (Glycerin / Ficoll) X904 / X905

ROTI®Load DNAstain SYBR®Green 1-3, 6x
(mit Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green)

1CN5, 1CNG, 1CN7

ROTI®Mark SMALL-KOMBI ready-to-use (nicht vorgefarbt) 1LCN
ROTI®Mark ALL BLUE (vorgefarbt) 2242
ROTI®Mark TRICOLOR (vorgefarbt) 8271
ROTI®Mark TRICOLOR XTRA (vorgefarbt) 2244
ROTIPHORESE® Blau R Coomassie-Farbung 3074
ROTIPHORESE® Gel 30 oder 40 3029 oder 3030
ROTIPHORESE® 10 x SDS PAGE ready-to-use Laufpuffer 3060
Silberfarbung ROTI®Black N (DNA) N769
Silberfarbung ROTI®Black P (Proteine) L533
TEMED 2367



L. Trouble Shooting und Tipps

Gel lauft wahrend des GielRens aus

- Achten Sie darauf, dass die Glasplatten und Spacer sauber sind und keine Schmutzpartikel
anhaften.

- Achten Sie darauf, dass die Gelplatten nach dem Einspannen gerade mit der Unterkante des
Laufmoduls abschlieRen.

- Achten Sie darauf, dass alle Schrauben gleichmaRig und fest angezogen sind.

- Schmieren Sie ein wenig Vaseline auf die Spacer, bevor Sie die Gelplatten zusammenbauen.

- Dichten Sie nach dem Einspannen der Gelplatten in Laufmodul und Gelgiefl3stand die Unterkante
des Gels mit Agarose ab. Hierzu wird 1 %ige Agarose in 375 mM Tris, pH 8,8 (Proteingele) oder
1 x TBE (DNA-Gele) durch Schmelzen angesetzt bis keine Schlieren mehr sichtbar sind. Halten
Sie den GelgieRstand incl. Platten etwas schrag und lassen Sie etwas Agarose recht heil3 an
einer Seite des Gels innen hineinlaufen. Stellen Sie die Gelgiel3einrichtung gerade, so dass die
Agarose sich unten verteilt und eine Abdichtung bildet. Sie kdnnen Agarose einfiillen bis zu einer
Hohe von etwa 5 mm und nach wenigen Minuten das Polyacrylamidgel gie3en. Die Agarose
muss vor dem Lauf nicht entfernt werden, sondern bleibt wahrend des Laufes zwischen den
Platten.

- Vor dem Einspannen der Gelplatten kann das untere Ende mit Packband abgeklebt werden.
Heften Sie hierzu die Platten nach dem Zusammenbau mit kraftigen Klammern zusammen und
kleben Sie einen Streifen breites Packband langs an den unteren Rand der Glasplatten, so dass
er den Spalt abschlief3t und an beiden Seiten einige Zentimeter Ubersteht. Nach Umschlagen
und Festkleben an den Glasplatten wird das Packband fest angedrickt. Die Glasplatten kdnnen
nun zum GielRen des Gels in das Laufmodul und den Gelgief3stand eingespannt werden. Nach
dem Auspolymerisieren des Gels muss das Packband allerdings entfernt werden, bevor das Gel
erneut eingespannt und fir den Lauf vorbereitet wird.

Luftblasen im Gel beim Giel3en
- Sofort entfernen mit einem diinnen Spacer oder das Gel etwas schrag halten und die Luftblasen
an den Rand klopfen.

Das Gel polymerisiert nicht vollstandig aus

- Kann verursacht werden durch niedere Temperaturen, zu geringe Mengen an TEMED, zu altes
(degradiertes) TEMED, zu altes APS oder zu niedrige Acrylamidkonzentrationen. Verwenden Sie
frische Losungen, v.a. frisch angesetztes APS. Bewahren Sie alle anderen Lésungen im
Kuhlschrank auf. Entgasen Sie die Gellésung vor dem Ansetzen.

Gel lauft nicht / keine Luftblasen an den Elektroden
- Kontrollieren Sie alle Anschlisse, Stecker und Schalter. Achten Sie darauf, dass der Spiegel des
oberen Puffers Uber die Ausbuchtung der Ohrenplatte reicht.

Glasplatten haben nach dem Lauf Spriinge oder brechen wahrend des Laufes

- Das Gel war zu groRRer Spannung ausgesetzt. Ziehen Sie die Schrauben etwas weniger fest an.
Achten Sie beim Festziehen darauf, dass der Druck auf alle Schrauben in kleinen Schritten
gleichmafiig erhoht wird! Erniedrigen Sie die Voltzahl wahrend des Laufes. Hierdurch wird das
Gel weniger heil3.

Nach oben gezogene Rander des Gels - ,,Smiling“

- Die Temperatur im Gel war nicht gleichmafRig verteilt. Reduzieren Sie die Voltzahl wahrend des
Laufs, verstarken Sie die Kiihlung. Achten Sie darauf, leere Taschen mit Probenpuffer zu
befullen.

Vertikale Schlieren in den Banden

- Maglicherweise befanden sich Schmutzpartikel im Gelansatz. Verwenden Sie Roth-Acrylamid
Stammldsungen, achten Sie darauf, dass die Gellésung in sauberen Glasbehéltern angesetzt
wird. Vor dem Zusatz von APS und TEMED kann die L&sung filtriert und entgast werden.

- Die Probe wurde vor dem Auftragen nicht zentrifugiert oder Sediment wurde mit aufgetragen.

- Es wurde zuviel Protein aufgetragen. Verdinnen Sie die Probe.

- Reduzieren Sie die Spannung (Volt) wahrend des Laufes.



Banden sind horizontal verwischt
- Wird durch Diffusion der Probe vor dem Lauf verursacht. Tragen Sie rascher auf und lassen
Sie das Gel nach dem Auftragen sofort laufen.

Banden sind diffus

- Zu groRe Proteinmenge fiur zu kleine Taschen bzw. zu diinnes Gel.
Tragen Sie weniger Protein auf.

- Zu hohe Spannung reduziert zwar die Laufzeit, ergibt aber eine schlechtere Trennung der
Proteine. Reduzieren Sie die Spannung wéahrend des Laufes.

- Bei DNA Gelen: Verwenden Sie den gleichen Ansatz 5 x TBE, um das Gel und den Laufpuffer
herzustellen. Kleine Unterschiede in der lonenkonzentration kdnnen die Trennung empfindlich

storen.
Elektrophorese-Kammer ROTIPHORESE® PROclamp MINI, Komplett-Set 3501.1
Elektrophorese-Kammer ROTIPHORESE® PROclamp MINI, Set mit Zubehor 3502.1

Elektrophorese-Kammer ROTIPHORESE® PROclamp MINI, Set fur Fertiggele 3503.1
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