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1. SERVA ProteinStain Fluo-Y
1.1. Allgemeine Hinweise

SERVA ProteinStain Fluo-Y erlaubt die schnelle und sensitive Fluoreszenzfarbung
von Proteinen zur Detektion und Quantifizierung im Anschluss an 1D- oder 2D-SDS-
PAGE. Die 100x Stammlésung kann einfach mit Wasser zu einer 1x Farbel6sung
verdunnt werden (10 ml Stammlésung ergeben 1 L Farbeldsung). Geféarbte Gele
kénnen mit verschiedenen UV-basierten Fluoreszenz-Imaging-System analysiert und
dokumentiert werden, sofern dass System im Bereich von 330 nm/390 nm anregen
und bei 570 nm detektieren kann (siehe Abb. 1). Alternativ kdnnen auch die
Detektionsparameter fur Ethidiumbromid oder SYPRO Ruby verwendet werden. Der
Farbstoff besitzt im unge-bundenen Zustand nur eine sehr schwache Fluoreszenz,
an Proteine gebunden erfolgt eine starke Fluoreszenzzunahme. Fiur nachfolgende
Analysen, z. B. enzymatischer Proteinabbau oder Massenspektrometrie, kann der
gebundene Farbstoff leicht durch Waschen des Gels in Wasser entfernt werden.
Gefarbte Gele kdnnen in der Farbelésung bei +2 °C bis +8 °C gelagert werden.

Anregung Emission

Wellenlange (nm)

Abb. 1: Anregungs- und Emissionsspektrum des
SERVA ProteinStain Fluo-Y Farbstoffs

1.2. Zusatzlich bendtigte Materialien

e Farbeschalen: Zum Farben werden Glasschalen empfohlen.

¢ Imaging System: Optimal zur Dokumentation und Analyse der Gele ist ein
Imaging System, das die Fluoreszenz-Anregung bei 330 / 390 nm und
Detektion bei 570 nm erlaubt (auch die Detektionsparameter fr
Ethidiumbromid oder SYPRO Ruby mdglich).

e Laborschittler zur Inkubation wéhrend des Farbens
¢ Essigsaure (SERVA Kat.-Nr. 45633)
e Ethanol (SERVA Kat.-Nr. 11093)

e Deionisiertes oder destilliertes Wasser



1.3. Lagerungsbedingungen

Das Produkt ist bei der empfohlenen Lagertemperatur von +2 °C bis +8 °C
mindestens verwendbar bis: siehe Etikett.

Bitte beachten Sie, dass der Farbstoff lichtgeschutzt gelagert wird. Aul3erdem
sollte die Einwirkung von Temperaturen Uber 37 °C vermieden werden.

2. Farbeprotokoll

2.1. Bendtigte Losungen

Zur Herstellung der bendétigten Losungen sollte filtriertes deionisiertes oder
destilliertes Wasser verwendet werden.

2.1.1. Fixierungslosung
Die Fixierungslésung besteht aus 40 % (v/v) Ethanol, 7 % (v/v) Essigsaure.

Methanol wird aufgrund der Sicherheitsaspekte und Ergebnisse bei der
Farbung nicht empfohlen.

Je nach Grol3e des Gels werden folgende Volumina Fixierungslésung bendétigt:

GelgroRRe Volumen Fixierungslésung
9 cm x 7 cm (Minigelformat) 100 mi
13cm x 9 cm 200 ml
16 cm x 16 cm 500 ml
26 cm x 23 cm 1L

Das verwendete Volumen der Fixierungslésung sollte generell ca. das
10 — 15-fache des Gelvolumens betragen.

2.1.2. Farbelbsung

Achtung:
Die Farbel6sung sollte stets frisch, unmittelbar vor der Anwendung
hergestellt werde.

Die 100x Stammldsung des Farbstoffes wird mit Wasser im Verhaltnis 1:100
(12 Volumenteil Stammlosung + 99 Volumenteile dH,0O) verdinnt.



Je nach Grol3e des Gels werden folgende Volumina Farbeldsung bendtigt:

GelgroRRe Volumen Féarbelésung
9 cm x 7 cm (Minigelformat) 60 ml
13cm x 9 cm 120 ml
16 cm x 16 cm 300 ml
26 cm x 23 cm 600 ml

Das verwendete Volumen der Féarbeldsung sollte generell das 10-fache des
Gelvolumens betragen.

2.2. Farbung und Detektion

Fixierung Gel in eine saubere Farbeschale mit Fixierungslésung tberfuhren,
abdecken und unter leichtem Schiitteln fixieren.

Standard Schnell
60 min bei Raumtemperatur Gel + Fixierunglésung in
(RT) unter leichtem Schitteln  Mikrowelle zum Kochen
inkubieren erhitzen
(je nach Mikrowellenleistung,
ca. 1,5 min bei 100 ml),
anschlieend 15 min
bei RT unter leichtem
Schiitteln inkubieren

Bitte beachten: Sowohl kiirzere als auch langere Fixierung fuhrt
zu einer deutlichen Abnahme der Fluoreszenzintensitat.

Farbung Fixierungsldsung vorsichtig abgiel3en und Zugabe der Farbelsung.
Bei den nachfolgenden Schritten sollte mdglichst lichtgeschuitzt
gearbeitet werden.

Standard Schnell
mind. 45 min bei RT 15 - 45 min bei RT
unter leichtem Schitteln unter leichtem Schitteln
inkubieren inkubieren

(30 min sind flr die meisten
Applikationen ausreichend)

Entfarbung  Ein spezieller Entfarbeschritt ist nicht notwendig.
Um Uberschissige Farbelésung von der Geloberflache zu beseitigen,
wird das Gel kurz (1 — 5 min) mit Wasser gespult.

Wichtig: Zu langes Waschen kann das Fluoreszenzsignal der
gefarbten Proteine erheblich mindern.
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Detektion Anregung: optimal 330 nm / 390 nm
Detektion: optimal 570 nm

Alternativ kbnnen auch die Detektionsparameter fur Ethidiumbromid
oder SYPRO Ruby verwendet werden.

Die Lagerung gefarbter Gele in der Farbel6sung ist bei +2 °C - +8 °C maoglich.
Die Langzeitlagerung sollte in verschliel3baren Plastikbeuteln mit 5 — 10 ml
Farbeltsung bei +2 °C - +8 °C lichtgeschiitzt erfolgen.

Hierbei bleibt die Farbeintensitét erhalten, ggf. wird diese sogar intensiver.

3. Kompatibilitat des SERVA ProteinStain Fluo-Y
mit nachfolgende Analysen

Gebundener SERVA ProteinStain Fluo-Y kann durch Inkubation des Gels tber
mehrere Stunden in Wasser oder PBS (phosphate buffered saline) beseitigt werden.
Um unerwtinschte Wechselwirkungen und Stérungen bei nachfolgenden
Experimenten, z. B. enzymatischer Proteinabbau oder Massenspektrometrie, zu
vermeiden, sollte der Farbstoff grindlich ausgewaschen sein.

4. Bestellinformationen

Produkt Menge Kat.-Nr.
250 mi 11093.01
Ethan_ol undenatured absolute 1L 11093.02
analytical grade
25L 11093.03
Acetic acid 100 % 1L 45633.01
analytical grade 25L 45633.02




5. Fehlerbehebung

Problem

Mogliche Ursache

Abhilfe

Schlechte Sensitivitat der
Farbung

Gel wurde zu lange oder zu
kurz fixiert

Entsprechend den
Empfehlungen fixieren

Gel wurde zu lange entfarbt
oder gewaschen

Nicht langer als 5 min
entfarben oder wassern.
Zur Langzeitlagerung
das Gel in der Farbe-
l6sung bei +2 °C - +8 °C
lichtgeschutzt lagern.

Farbezeit zu kurz

Maximale
Farbesensitivitat wird
nach 45 min erreicht

Verunreinigte Farbeschalen
oder Laborgerate

Sicherstellen, dass die
verwendeten Schalen
und Geréate grundlich
gereinigt wurden

Zu geringes Volumen der
Farbeldsung

Menge der Farbeldsung
der Gelgréi3e ent-
sprechend anpassen

Farbelésung wurde
mehrmals verwendet

Farbelésung vor
Gebrauch stets frisch
ansetzen

Hoher Hintergrund

Uberschiissige Farbelésung
auf der Geloberflache

Kurzes Waschen des
Gels (max. 5 min) vor
der Detektion; Maximale
Farbesensitivitat wird
nach 45 min erreicht

Gel zu lange gefarbt

Farbezeit anpassen

Verunreinigte Farbeschalen
oder Laborgerate

Sicherstellen, dass die
verwendeten Schalen
und Geréate grundlich
gereinigt wurden

Verunreinigungen der
verwendeten Reagenzien/
Chemikalien

Verunreinigungen
vermeiden




Problem

Mogliche Ursache

Abhilfe

Flecken/Sprenkel auf dem
Gelbild

Staubpartikel in den
verwendeten Reagenzien
oder aus der Umgebung

Sicherstellen, dass im
Gel keinerlei Partikel
sind sowie die Ver-
wendung grundlich
gereinigter Schalen und
Gerate

Verwendung Puder-
bzw. Staub-freier
Handschuhe und
Pinzetten um das Gel
nur an den Ecken zu
berlihren

Wahrend des Farbens
die Schalen immer
abdecken

Unregelmaldig gefarbtes
Gel

Ungentgendes Schitteln
der Schale wahrend des
Farbens

Gel sollte stets mit
Farbeldsung bedeckt
sein und durch das
Schitteln gut bewegt
werden

Keine Banden oder Spots
detektierbar

Fehler beim
Detektionssystem

System und Ein-
stellungen Uberprifen

Kein Protein im Gel

Coomassie- oder
Silberfarbung zur
Kontrolle
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