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Gelfarbung von Nukleinsauren

Gel-Farbelosungen

Nukleinsaure-Farbereagenzien fir Agarose- und Acrylamidgele, fiir Labor und Praktikum. Wir bieten

Ihnen hochwertige Farbstoffe mit groRer Sensitivitat (Silberfarbungen), Standardfarbstoffe (Ethidiumbromid) in
benutzerfreundlichen Tropfflaschen und nicht-toxische Fluoreszenzfarbstoffe. Die folgende Tabelle gibt einen
Uberblick tiber die Farbungen und ihre Sensitivitét.

Ubersicht: Farbung von Nukleinsiuren in Gelen

Farbstoff Best.-Nr. Sensitivitat Beschreibung
e Schnelle Standard-Fluoreszenzfarbung von
Ethidiumbromid- i2|31486((102)%) 0.5 - 5 ng/Gel-Bande hukdemsauren
Losungen HP47 (0,025 %) e )
’ e Geeignet fur In-Gel und Post-Run-Farbung
e Silberfarbung von DNA-Polyacrylamidgelen,
ROTI®Black N N769 <0.01 ng/gel band e Sichtbar unter weilRem Licht.
e  Geeignet fur Post-Run Farbung
e Silberfarbung von DNA-Sequenziergelen
ROTI®Black NSeq P081 <0.01 ng/gel band e Sichtbar unter weifem Licht.
e  Geeignet fur Post-Run-Farbung
e Sensitive Fluoreszenzfarbung von DNA in Aga-
rose- oder PAA-Gelen.
ROTI®GelStain 3865 <0.3 ng/gel band e Anregung: 302 nm und 490 nm.
e Ungiftig, nicht krebserregend.
o Geeignet fur In-Gel-Farbung
e Sensitive Fluoreszenzfarbung von DNA in Aga-
rose- oder PAA-Gelen.
E((:DOTI®GeIStain Red 293G >0.1 ng/gel band e Anregung: 300 nm und 500 nm
e Nicht toxisch, nicht krebserregend
o Geeignet fur In-Gel und Post-Run Farbung
ROTI®Methylene blue e Reversible, nicht-toxische Blaufarbung der DNA
staining 0648 10 ng/gel band e Sichtbar unter weilkem Licht
ERTESIIES e  Geeignet fur Post-Run Farbung
1CN2 - - .
e Sehr empfindliche Fluoreszenzfarbung von DNA in
1CN5* Agarose- oder PAA-Gelen.
SYBR®Green e 0.01 ng/gel band «  Anregung: 254 nm und 495 nm.
1CN7*

*Mix with Loading
Dye

Geeignet fur In-Sample-Farbung
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Ethidiumbromid

Anwendung

o Geeignet fur In-Gel-Farbung, Post-Run-Farbung und In-Sample-Farbung von allen Agarose- und
PAA-Gelen.

e Sensitivitat: 0,5 - 5 ng/Gelbande

Mechanismus
e Interkalation* zwischen Basenpaaren von Nukleinsauren

e Sehr starke Bindung an dsDNA - T\
e Fluoreszenzfarbung, erfordert UV-Anregung

e Anregungsmaxima (gebundene DNA) 330 nm und 500 nm (Anregung »n Q Q NH >

bei 260-350 nm mdglich). Emissionsmaximum: 605 nm

Gefdhrdung
Gefahrlich bis toxisch, Karzinogenitat kann nicht véllig ausgeschlossen werden.

Sicherheit
Positivim Ames-Test* potenziell erbgutverdndernd

Farbung
e Zugabe zum Ladepuffer /Nukleinsaure ,In-Sample® [ca. 2 pg/ml]
e Zugabe zum Gel ,In-Gel* (Flissigagarose) [ca. 0,2 pg/ml]

e Farbung nach der Elektrophorese ,Post-Run“ [ca. 2 yg/ml, 10 Min, optional: Entfarbung
fur 15 Min.]

e Farbung prinzipiell reversibel, aber schwer zu entfernen

Bitte beachten Sie

e Bei Anwendung wahrend des Gellaufs: Nukleinsauren, die mit Ethidiumbromid versetzt wurden,
zeigen ein leicht verandertes Laufverhalten im Vergleich zu freien Nukleinsduren

e Lineare dsDNA wird intensiver gefarbt als ssDNA, RNA oder zyklische dsDNA

¢ Eine Quantifizierung der DNA im Gel ist mdglich, wenn die verglichene DNA eine identische
Sekundar- und Tertiarstruktur aufweist. z. B.: Vergleich nur von zyklischer DNA mit ebenso zyklischer
DNA

*Informationen (iber den Zusammenhang zwischen DNA-Interkalation und Mutagenitét oder die Untersuchung der Mutagenitat finden Sie
auf S. 8.
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ROTI®Black N and ROTI®Black NSeq

Anwendungen

o Geeignet firr die Post-Gel-Farbung von PAA-Gelen (ROTI®Black N) und Sequenziergelen
(ROTI®Black NSeq)

o Geeignet fir die Farbung von dsDNA, ssDNA und RNA.
e Sensitivitat: <0,01 ng/Gelbande

Mechanismus
e Positiv geladene Silberionen binden sich an negativ geladene DNA
¢ Die Zugabe von Formaldehyd reduziert die Silberlésung zu metallischem Silber
- unter weillem Licht als schwarz sichtbar

Gefdhrdung
Enthalt gefahrliche und giftige Reagenzien (Formaldehyd), mit Vorsicht behandeln

Sicherheit
Sichere Alternative zur radioaktiven Visualisierung

Farbung
¢ Ultra-empfindliche Farbung von Nukleinsauren
e Post-Run-Farbung von PAA-Gelen
e Farbung ist nicht reversibel

Bitte beachten Sie
e Bitte halten Sie die genauen Zeiten fir reproduzierbare Ergebnisse ein
e Empfindlicher als organische Farbungen
e Farbung ist fur mehrere Wochen stabil
e DNA-Quantifizierung im Gel ist mdglich
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ROTI®GelStain
Anwendungen Me

e Geeignet fur die In-Gel-Farbung von allen Agarosegelen und PAA-Gelen Mle Me

e Geeignet firr die Farbung von dsDNA, ssDNA und RNA. Me N Nﬁ

«  Empfindiichkeit: 0,1 - 0,3 ng/Gelbande Ij:'\N -

T
Me Me 14 2

Mechanismus
e ROTI®GelStain ist ein interkalierender Nukleinsaure-Farbstoff*.
e Fluoreszenzfarbung, erfordert UV-Anregung oder blaues Licht zur Visualisierung

e Anregungsmaximum (DNA gebunden): 302nm und 490nm. Emissionsmaximum (gebundene DNA):
520nm

Gefahrdung
Keine bekannt.

Sicherheit
e Weniger Mutationen als Ethidiumbromid im Ames-Test*
¢ Negativim Mausmark-Chromophilus-Erythrozyten-Mikronukleustest und im Mausspermatocyten-

Chromosomenaberrationstest*

e Fir nachfolgende Klonierungsanwendungen empfehlen wir ROTI®GelStain Red Eco (223C), da
ROTI®GelStain Ligationsreaktionen stéren kann

Farbung
e Die Farbung ist reversibel, aber schwer zu entfernen

e Setzt griine Fluoreszenz frei, wenn es an dsDNA, ssDNA oder
RNA gebunden ist

e Zugabe zum Flissiggel [5ul/100ml] und zum Laufpuffer
[5u1/100ml]

e Eine Zugabe zum Ladepuffer/Probe wird nicht empfohlen

e Eine Farbung nach dem Lauf wird nicht empfohlen.

Bitte beachten Sie

¢ Nebeneffekte der In-Gel-Farbung: Nukleinsdure, die mit ROTI®GelStain beladen wurde, zeigt ein
leicht verandertes Laufverhalten im Vergleich zu freier Nukleinsaure.

e Die Farbung ist abhangig von der Sekundar- und Tertiarstruktur der Nukleinsduren. Aufgrund des Ba-
senstapel-Interkalationsmechanismus werden langere Fragmente von linearer dsDNA effizienter an-
gefarbt als kurze Fragmente (unter 500 bp), ssDNA, kurze RNA oder zyklische dsDNA.

¢ Eine Quantifizierung der DNA im Gel ist mdglich, sofern beide verglichenen DNA-Proben die gleiche
Sekundar- und Tertiarstruktur aufweisen. Zyklische DNA sollte zum Beispiel nur durch Vergleich mit
einem mit einem zyklischen DNA-Standard quantifiziert werden.

* Informationen liber den Zusammenhang zwischen DNA-Interkalation und Mutagenitét oder die Untersuchung der Mutagenitéat finden
Sie auf S. 8.
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ROTI®GelStain Red Eco

Anwendungen
o Geeignet fir In-Gel- und Post-Run-Farbung aller Agarose- und PAA-Gele.
o Geeignet fur die Farbung von dsDNA, ssDNA, RNA und kurzer DNA
e Sensitivitat: >0,1 ng/Gelbande

Mechanismus
o ROTI®GelStain Red Eco ist ein interkalierender Nukleinsaure-Farbstoff*.
e Fluoreszenzfarbung, erfordert UV- oder Blaulichtanregung zur Visualisierung
e Auch unter blauem LED-Licht sichtbar

e Anregungsmaximum (DNA gebunden): 300 nm (UV-Licht) und 500 nm (blaues Licht). Emissionsmaxi-
mum (gebundene DNA): 600 nm

Gefahrdung
Keine bekannt

Sicherheit
e Weniger Mutationen als Ethidiumbromid im Ames-Test*

Farbung
e Die Farbung ist im Prinzip reversibel, aber schwer zu entfernen

e Emittiert orangefarbene Fluoreszenz, wenn es an dsDNA, ssDNA oder RNA
gebunden ist

e Fur In-Gel-Farbung: Zugabe zum flissigen Gel [10ul / 100ml]
e Fir Post-Run-Farbung: Zugabe zum Elektrophoresepuffer [30ul / 100ul]

e Eine Zugabe zum Ladepuffer/Probe wird nicht empfohlen.

Bitte beachten Sie

o Nebeneffekte der In-Gel-Farbung: Nukleinsaure, die mit ROTI®GelStain Red beladen wurde, zeigt ein
leicht verandertes Laufverhalten im Vergleich zu freier Nukleinsaure.

e Fur Klonierungsanwendungen: UV-Belastung so gering wie mdglich halten, vorzugsweise nur mit
blauem Licht arbeiten.

e Eine Quantifizierung der DNA im Gel ist mdglich. Solange die DNA-Leiter, die als Referenz fiir die
Quantifizierung verwendet wird, und die zu quantifizierenden DNA-Proben auf demselben Gel mit
demselben Farbemittel gefarbt werden, kdnnen die Leiterbanden bekannter Menge als Referenz fir
die ungefahre Quantifizierung der DNA-Banden im Gel verwendet werden.

* Informationen liber den Zusammenhang zwischen DNA-Interkalation und Mutagenitét oder die Untersuchung der Mutagenitat finden
Sie auf S. 8.
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Methylenblau-Farbekonzentrat

Anwendung
e Geeignet fur das Post-Staining von diinnen Agarose- (1,5 % Agarose) und PAA-Gelen.
o Geeignet fir die reversible Farbung von Southern- und Northern Blots
o Geeignet firr die Farbung von dsDNA, ssDNA und RNA.
e Sensitivitat: 10 ng/Gelbande

Mechanismus
o Positiv geladene Ammoniumgruppe von Methylenblau bindet an negativ geladene DNA
e Die ionische Bindung an die Phosphorsaure der Nukleinsauren fiihrt zu einer schwachen Bindung
e Blaue Farbung, sichtbar im weil3en Licht

Gefahrdung
Keine bekannt

Farbung
e Post-Run-Staining fiir 10 - 30 min [250 pl / 50 ml Wasser]
o Entfarbung fur 15 min. bis Uber Nacht erforderlich
e Reversible Farbung, leicht zu entfernen

Bitte beachten Sie

e Das Methylenblau-Farbekonzentrat enthalt ein Lésungsmittel, wodurch die DNA nach Zugabe in den
Ladepuffer ausgefallt wird.

o dsDNA/RNA wird intensiver gefarbt als ssDNA/RNA
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SYBR®Green
Anwendungen = 2 i

o Geeignet fir In-Sample-Farbung aller Agarose- und PAA-Gele = i

e Geeignet fur die Farbung von dsDNA L

i 200-

e Sensitivitat: 0,1 ng/Gelbande i

Mechanismus
e Interkaliert in der kleinen Furche der dsDNA oder zwischen den Basenstapeln (geringere Menge)’
e Fluoreszenzfarbung, erfordert UV- oder Blaulichtanregung zur Visualisierung

e Anregungsmaximum (gebundene DNA): 254 nm (UV-Licht) und 495 nm (blaues Licht. Emissionsmax-
imum (gebundene DNA): 521 nm

Gefdhrdung
Die SYBR®Green Farbeldsung ist sehr niedrig konzentriert (<0,1 %) und daher nicht als mutagen eingestuft.

Dennoch empfehlen wir einen vorsichtigen Umgang, da Karzinogenitat und Mutagenitat nicht vollstandig
ausgeschlossen werden koénnen.

Sicherheit
e Weniger Mutationen als Ethidiumbromid im Ames-Test?*
e Zytotoxischer als Ethidiumbromid?

Staining
e Particularly mild, does not affect DNA integrity
o Emits green fluorescence when bound to DNA
¢ High DNA-affinity > small amount of dye is needed for a strong signal
o Reversible staining, easy to remove

e Post-Run staining and In-Gel staining are not recommended due to the large amount of dye that
would be required.

Bitte beachten Sie
o Besonders mild, beeintrachtigt nicht die Integritat der DNA
e Setzt grine Fluoreszenz frei, wenn es an die DNA gebunden ist
o Hohe DNA-Affinitat = flr ein starkes Signal ist nur eine geringe Menge an Farbstoff erforderlich
e Reversible Farbung, leicht zu entfernen

e Post-Run-Farbung und In-Gel-Farbung werden aufgrund der grof3en Menge an Farbstoff, die erfor-
derlich ware, nicht empfohlen.

* Informationen (iber den Zusammenhang zwischen DNA-Interkalation und Mutagenitét oder die Untersuchung der Mutagenitét finden

Sie auf S. 8.
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DNA Interkalation und Mutagenitat

DNA Interkalation

Eine haufige Frage im Zusammenhang mit der Sicherheit von DNA-Farbstoffen ist, ob DNA-Farbstoffe
tatsachlich in die DNA interkalieren oder ob sie nur an bestimmte DNA-Strukturen (wie die kleine Furche)
binden. Der Grund fir diese Frage ist, dass angenommen wird, dass interkalierende DNA-Farbstoffe ein
héheres Potenzial haben, mutagen und damit karzinogen zu sein. In der Tat kdbnnen Farbstoffe, die in die
DNA interkalieren, die Replikationsmaschinerie stéren und so zu Mutationen fiihren34. Dies ist jedoch nicht
das einzige Kriterium fir die Mutagenitat eines Farbstoffs. Selbst Farbstoffe wie Hoechst, die nur an der
kleinen Furche der DNA binden, missen vor der DNA-Replikation und Transkription entfernt werden, da sonst
Mutationen auftreten kénnen®.

Um die genotoxische Gefahr zu begrenzen, die sich aus der Wechselwirkung von DNA und Fluoreszenzfarb-
stoffen ergibt, gibt es zwei zusatzliche Bedingungen, die diese Gefahr einschranken: Die Membrandurchlas-
sigkeit als physikalische Barriere und die Sensitivitat des Farbstoffs, da bei einer hdheren Sensitivitat gerin-
gere Konzentrationen erforderlich sind und somit die Menge der DNA-Schaden reduziert wird.

Methoden zur Untersuchung der Mutagenitéat

Die Mutagenitatsrate bestimmter DNA-Farbemittel kann mit einigen gangigen Methoden getestet werden, da-
runter der Ames-Test oder der In-vivo-Mikronukleus-Assay im Knochenmark der Maus®7.

Beim Ames-Test werden auxotrophe Salmonella typhimurium-Bakterienstamme, die eine Mutation in einem
Gen tragen, das an der Histidin-Synthese beteiligt ist, auf einem histidinfreien Medium kultiviert, das verschie-
dene Konzentrationen des potenziellen Mutagens enthalt. Die Stdmme kénnen auf dem Medium nur wach-
sen, wenn sie eine Rickmutation im Gen fir die Histidinsynthese erhalten, da dies ihre Prototrophie wieder-
herstellt. Wenn in diesem Medium eine erhdhte Anzahl von Zellen wéachst, ist dies ein deutlicher Hinweis
darauf, dass die Substanz das Potenzial hat, mutagen zu sein®.

Da die Substanzen jedoch auf ihr mutagenes Potenzial bei Saugetieren getestet werden missen, da dies zur
Entstehung von Krebs flihren kdnnte, ist der Ames-Test allein nicht ausreichend, da Eukaryoten einen véllig
anderen Stoffwechsel haben als Prokaryoten. Wenn eukaryontische Zellen einer Substanz ausgesetzt wer-
den, die zwar durch den Ames-Test als nicht mutagen eingestuft wird, kdnnen durch den Stoffwechsel neue
Produkte entstehen, die dann sehr wohl eine mutagene Wirkung auf das Erbgut haben. Aus diesem Grund
missen die potentiellen Mutagene auch in eukaryotischen Systemen getestet werden, zum Beispiel mit dem
in vivo Mikronukleustest. Bei diesem zytogenetischen Test werden Tiere oder Zellkulturen mit genotoxischen
Verbindungen behandelt. AnschlieRend werden die polychromatischen Erythrozyten untersucht, da wahrend
ihrer Entwicklung vom Knochenmark zu polychromatischen Erythrozyten der Zellkern verdrangt wird. Bei
DNA-Schaden kénnen Mikrokerne gebildet werden, die dann im ansonsten kernlosen Zytoplasma verbleiben
und mikroskopisch nachgewiesen werden kénnen. Wird eine Zunahme von mikrokernhaltigen polychromati-
schen Erythrozyten beobachtet, ist dies ein Hinweis auf eine induzierte Chromosomenschadigung’.

Fallen diese Mutagenitatstests negativ aus, ist das Mutagenitatspotenzial deutlich geringer. Um jedoch magli-
che Mutationen vollstandig auszuschlieBen und die Entstehung von Krebs zu verhindern, ist es ratsam, beim
Umgang mit DNA-Farbstoffen Handschuhe zu tragen, insbesondere dann, wenn Sie diese haufig verwenden
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