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DNA-Langenmarker
Tipps zur Anwendung

DNA-Langenmarker und -Leitern

Roth bietet Ihnen ein vielfaltiges Markersortiment mit DNA-Markern fir jede Gelegenheit. Unsere DNA-Marker
erzeugen scharfe, deutliche Banden. Die unregelmafigen Marker tragen offene EcoRI Schnittstellen an den
Enden und kénnen daher problemlos markiert werden.

Die DNA-Marker werden fertig geldst oder in lyophilisierter Form ausgeliefert. Der Gelladepuffer zum Lésen
der lyophilisierten DNA-Fragmente wird mitgeliefert. Als Gelladepuffer verwenden wir ROTI®Load DNA mit
Glycerin (Best.-Nr. 0100.1) oder den speziellen short-run-Laufpuffer mit Glycerin (Best.-Nr. 0099.1).

Anlieferung: Alle unsere DNA-Marker werden bei Raumtemperatur ausgeliefert. In den ,trockenen’ Marker-
Versionen ist die lyophilisierte DNA hochstabil. Bei den geldsten ready-to-use Marker ist die DNA durch die
verwendete Gelladepuffer-Formulierung soweit stabil, dass sie ohne jeden Qualitatsverlust viele Tage bis
einige Wochen bei maRiger Raumtemperatur gelagert / transportiert werden kann.

Lagerung: Lagern Sie die Marker in kleinen Aliquots bei -20 °C.
Einzelne Aliquots zum standigen Gebrauch kdnnen bei +4 °C gelagert werden.

Auftragsmenge: Bei hoherer Bandenanzahl mehr Marker auftragen. Fir kurze Auftrennstrecken die Auf-
tragsmenge reduzieren. Fir Polyacrylamidgele reicht i. d. R. 1/5 bis ¥z der Markermenge eines Agarosegels.

Schnelle Gele: Roth’sche Marker trennen auch unter hohen Spannungen sehr gut auf. Achten Sie aber
darauf, ausreichend und frischen Gellaufpuffer aus frischem, vollentsalztem Wasser zu verwenden.

Farbstoffkonzentration: Erscheinen Ihnen die Farbstoffbanden zu prominent, konnen Sie den Marker
mit 1 x TE bis zu 1:2 verdiinnen (ROTI®Stock 100 x TE, Best. Nr. 1052.1).

Zum direkten Nachweis der Marker DNA im Gel unter UV- oder Blaulicht empfehlen wir, lyophilisierte
Marker-DNA zu verwenden. Die Marker-DNA wird zunachst in sterilem Wasser oder 1xTE aufgenommen und
dann mit ROTI®Load DNAstain (6x konz.) versetzt. Der angesetzte Marker kann aliquotiert bei -20 °C aufbe-
wahrt werden. ROTI®Load DNAstain enthalt einen Fluoreszenzfarbstoff, der durch UV- und Blaulicht angeregt
werden kann und bei 525 nm emittiert.

»Falsch* laufende Banden: Unter extremen Bedingungen (hohe Spannungen, kurze Auftrennstrecken, Salz-
gehalt in den Proben >150 mM) kénnen unplausible Ergebnisse auftreten, die u.a. durch partielle Strangtren-
nung der DNA hervorgerufen werden. Zur Abhilfe empfehlen wir: a) Zusatz von Restriktionspuffer zum Marker
um den Salzgehalt anzugleichen, b) geringere Auftrennspannung, ¢) auf gute Warmeabfiihrung achten

(evtl. Gele vor oder wahrend des Laufs kuhl stellen).
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Tipps zur DNA-Mengenabschatzung in Agarosegelen

e Achten Sie zunachst darauf, die Vergleichs-DNA (also z.B. den Marker) wirklich quantitativ im Puffer
zu I@sen, um die volle DNA-Konzentration zu erreichen.

e Lassen Sie das Gel weit genug laufen, so dass die Banden Raum erhalten, die DNA sich in der
Bande verteilt und sich gut anfarben lasst.

o Farben Sie das Gel gut durch - wir empfehlen die Farbung nach dem Gellauf. Eine DNA-Farbung
durch den Zusatz von Ethidiumbromid in der Agarose erzielt keine regelméafige Verteilung Uber die
Gelflache und ist haufig nicht quantitativ.

e Tragen Sie mehrere Spuren Vergleichs-DNA mit verschiedenen Mengen auf, um mehrere Banden
vergleichen zu kénnen. Zur genaueren Konzentrationsbestimmung kann hierdurch auch eine
Kalibrierungskurve erstellt werden.

¢ Verwenden Sie zum Vergleich am besten Banden, die in &hnlicher GréRenordnung wie lhre DNA
liegen (maximal £50 % der Fragmentlange).

o Ethidiumbromid wird bei linearer DNA deutlich effizienter zwischen die Basenpaarstapel integriert als
bei cyclischer DNA. Achten Sie deshalb darauf, dass die Konformation der DNA, deren Konzentration
Sie abschatzen mdochten, identisch ist mit derjenigen der Vergleichs-DNA. Im Fall von cyclischer
DNA, also z.B. isolierten Plasmiden, sollten Sie ebenfalls cyclische DNA verwenden, also z.B. die
Plasmid- DNA pUC19 (Best-Nr. X911.1) oder pBR322 (Best-Nr. X912.1). Wenn Sie einen DNA-
Marker als Vergleichs-DNA verwenden und cyclische DNA messen méchten, sollten Sie zunachst ein
Aliguot dieser DNA durch Restriktionsverdau linearisieren und diesen Ansatz auf das Gel auftragen.

e Im Falle des Lambda/Hind Il Markers: Verwenden Sie nicht die 4,4 kb Bande des Markers zur
Konzentrationsbestimmung, da diese haufig nicht quantitativ vorliegt, sondern tiber die cos-site
an das grofRe Fragment gekoppelt ist. Wenn Sie die 4,4 kb Bande benétigen, achten Sie darauf,
den Marker vor Auftrag zu erhitzen (5 Minuten bei 65 °C).

e Verwenden Sie zur Konzentrationsabschatzung die grol3en Markerfragmente eines Lambda Markers
nur dann, wenn lhre Fragmente im gleichen GréRenbereich liegen. Die Farbung der grof3en Banden
wird von vielen bildgebenden Systemen nicht mehr proportional zur DNA-Menge dargestellt.
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Marker pUC19-Marker pUCTYMspl pBR328-Marker pBR328 Mix [ Lambda Hind Il / Lambda Hind 11l Marker
ready-to-use ready-to-use phiX Hae Ill Marker
Best.-Nr. X901 (Abb. 1) T149 (Abb. 2) X902 (Abb. 3) T146 (Abb. 4) CP49 (Abb. 5) X910 (Abb. 6)
GroBenbereich (bp) 26- 501 26 - 501 154 - 2176 1564 - 2176 72-23130 125 - 23130
Anzahl Fragmente 10 10 1 11 17 8
Verstérkte Bande bei (bp) |- - - - - -
Quantifizierung empfohlen empfohlen empfohlen empfahlen empfohlen empfahlen
Anzahl Spuren im Minigel | 200/ ml 200/ 100 pg 200/ mi 200/ 100 pg 200 /100 pg 200/ 100 pg
Versand ready-to-use Iyophilisiert ready-to-use lyophilisiert lyophilisiert lyophilisiert
(bp) (bp) (bp) (bp)
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Regelmalige DNA-Langenmarker mit Fluoreszenzfarbstoff
Marker 20 bp-DNA- 50 bp-DNA- 100 bp-DNA- 200 bp-DNA- 500 bp-DNA- 1 kbp DNA-
Fluoro-Leiter Fluoro-Leiter Fluoro-Leiter Fluoro-Leiter Fluoro-Leiter Fluoro-Leiter
Best.-Nr. 8262 (Abb. 1) 8263 (Abb. 2) 8264 (Abb. 3) 8265 (Abb. 4) 8266 (Abb. 5) 8267 (Abb. 6)
GriBenbereich (bp) 20- 200 50 - 500 100 - 1000 200 - 2000 500 - 5000 1000 - 10000
Anzahl Fragmente 10 10 10 10 10 10
Verstarkte Bande bei (bp) 100 250 h00 1000 2500 5000
Férbung fluoreszent/griin fluoreszent/griin fluoreszent/griin fluoreszen¥/griin fluoreszen¥/griin fluoreszent/griin
Quantifizierung maglich maglich maglich maglich maglich maglich
Anzahl Spuren im Minigel 200/ ml 200/ ml 200/ ml 200/ ml 200/ ml 200/ ml
Versand ready-to-use ready-to-use ready-to-use ready-to-use ready-to-use ready-to-use
(bp) (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
- 2000 - 5000 - 10000
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Regelmalige DNA-Langenmarker (ungefarbt)

Marker 20 bp-DNA-Leiter 50 bp-DNA-Leiter 100 bp-DNA-Leiter dquimolar | 100 bp-DNA-Leiter equalized | 100 bp-DNA-Leiter extended
Best.-Nr. 2805 (Abb. 1) 2810 (Abb. 2) T834 (Abb. 3) 1833 (Abb. 4) 1835 (Abb. b)
GroBenbereich (bp) 20-200 50 - 500 100 - 1000 100 - 1000 100 - 5000
Anzahl Fragmente 10 10 11 1 i
Verstarkte Bande bel (bp) 100 250 500 500 500
Quantifizierung maglich maglich empfohlen méglich maglich
Arzahl Spuren im Minigel 200/ ml 200/ ml 200/100 pg 500/ 100 ug 160 /100 pg
Versand ready-to-use ready-io-use lyophilisiert lyophilisiert lyophilisiert
(bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
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Marker 200 bp-DNA-Leiter 250 bp-DNA-Leiter 500 bp-DNA-Leiter 1 kbp DNA-Leiter DNA-Leiter kombi
Best.-Nr 8272 (Abb. 6) TO18 (Abb. 7) 8273 (Abb. 8) Y014 (Abb. 9) CL22 {Abb. 10)
GroBenbergich (bp) 200 - 2000 250 - 8000 500 - 5000 500 - 10000 100 - 10000
Anzahl Fragmente 10 16 10 11 20
Verstarkte Bande bei (bp) 1000 1500, 2500 2500 - 500
Quantifizierung mdglich - maglich - -
Anzahl Spuren im Minigel 200/ ml 200 /100 pg 200/ ml 200/ 100 pg 200/140pg
Versand ready-to-use lyophilisiert ready-fo-use lyophilisiert lyophilisiert
(bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
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DNA-Langenmarker fur kurze Laufe

®

A0TH

Guter Rat

ist Roth.

gh 02/2020

Marker PCR-Marker DNAscore DNA-Marker short run 1 DNA-Marker short run extended DNA-Marker ccc-Plasmid
Best.-Nr. T917 (Abb. 1) 0146 (Abb. 2) CLO5 (Abb. 3) 0149 (Abb. 4)
GriiBenbereich (bp) 500 - 1500 500 - 2500 100 - 6000 3000 - 12000
Anzahl Fragmente 7 5 9 3
Verstarkte Bande bei (bp) | 500, 1000, 1500 1600 1500 -
Quantifizierung miglich maglich miglich -
Anzahl Spuren im Minigel | 200/ 100 pg 400 /100 pg 3007100 pg 1000/ 100 pg
Versand Iyophilisiert Iyophilisiert lyophilisiert lyophilisiert
A B c (bp) (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
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