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1. FocusGel 6-11

1.1. Allgemeine Hinweise

FocusGele sind foliengesttitzte 0,65 mm dicke Polyacrylamidgele mit 5 % Gelkon-
zentration und 3 % Vernetzung fur die isoelektrische Fokussierung.

Katalysatoren und andere nichtpolymerisierte Substanzen wie Acrylamidmonomere
sind aus der Matrix entfernt worden. Aus diesem Grund sind FocusGels ungiftig. Die
Gele kdnnen mit Probenaufgabewannen ausgestattet werden, ohne dass die Iso pH-
Linien gestort werden. Die Gelmatrix enthalt eine spezielle Tragerampholytmischung
um einen optimalen pH-Gradienten 6 - 11 zu erzielen.

Beim FocusGel werden keine Elektrodenstreifen und Elektrodenldsungen verwendet.
Die Elektroden werden direkt auf die Geloberflache aufgelegt.

1.2. Lagerungsbedingungen

Lagern Sie die Gele bei 2 °C bis 8 °C (35 °F — 46 °F).
Frieren Sie die Gele nicht ein und/oder setzen Sie sie nicht langere Zeit der
Raumtemperatur aus. Dies kann den Trenneigenschaften der Gele schaden.

Bei Lagerung bei der empfohlenen Temperatur mindestens verwendbar bis: siehe
Etikett.

2. Durchfihrung der Elektrophorese

2.1. Probenvorbereitung

Fur die Farbung des Gels mit Coomassie® Blue sollte die Probe auf ca. 1 Mg / 1 ml
Proteinkonzentration mit destilliertem Wasser eingestellt werden.

Bei nachfolgender Silberfarbung sollte die Proteinkonzentration ca. 0,1 pg / 5 ml
destilliertem Wasser betragen.

Fur Serum und Liquor Proben: Hier ist die Probenverdiinnung kritischer als bei
anderen Proben, siehe daher die Spezialanleitungen in Abschnitt 2.3.

2.2. Vorbereitung des Gels

Die Tute wird mit einer Schere aufgeschnitten und das Gel enthommen.
Anschliel3end vorsichtig die Deckfolie entfernen. Diese Folie dient spater zur
Abdeckung des getrockneten Gels und vereinfacht die Aufbewahrung.

Das Gel ist nun gebrauchsfertig.



2 ml “Cooling Fluid” werden auf die Kihlplatte der Fokussierkammer pipettiert, so
dass ein guter Kuhlkontakt zu erzeugt wird (Abb. 1).

Abb. 1

Wichtig: Bis zum Abschluss der Probenaufgabe den Umlaufkryostaten nicht
einschalten, um die Kondensation von Wasser auf der Geloberflache zu verhindern;
oder das Kuhlschlauchventil auf Umleitung stellen.

Auflegen des Gels auf die Kuhlplatte erfolgt mit der Oberflache nach oben und in der
Mitte beginnend (Abb. 2). Die Probentaschen missen sich auf der anodischen Seite
befinden. Der Einschluss von Luftblasen sollte vermieden werden. Beim HPE™
FlatTop Tower sollten die Folienkanten auf den Linien 4 und 16 liegen, bei der
Multiphor Il auf den Linien 3 und 15.

Abb. 2

2.3. Isoelektrische Fokussierung von Liquor und Serum

2.3.1. Verdinnung von Liquor- und Serumproben
Alle Seren werden zuné&chst vorverdinnt: 5 pul Serum + 495 pl Sample Diluter.



WICHTIG:

Alle Verdunnungen (incl. die 1:100 Vorverdinnung der Seren) erfolgen mit dem
Sample Diluter. Verwenden Sie auf keinen Fall PBS (Phosphate Buffered
Saline) oder 0,9 % NacCl!

Die 1gG-Konzentrationen werden vorher mit einem Nephelometer bestimmt! Alle
Liguorproben werden direkt auf die gleichen Proteinkonzentrationen wie die
Serumproben eingestellt.

Probenverdinnungen fur die verschiedenen Visualisierungsmethoden
oligoklonaler Banden

Allgemeine Silberfarbung:
Dies ist die optimale Routinemethode. Die Farbung ist nicht IgG-selektiv, da alle
Probenproteine detektiert werden.

e Bestes Auflésungsvermdgen und hdochste Nachweisempfindlichkeit

e Seren und Liquors auf 20 mg/l IgG einstellen

Immunfixation mit Fluorescence Imaging:
e |gG-selektiver Nachweis, sehr empfindlich
e Fluoreszenz Imager wird bendtigt
e Seren und Liquors auf 15 mg/l IgG einstellen

Immunfixation mit nachfolgender Silberfarbung:
e |gG-selektiver Nachweis, sehr empfindlich.
e  Zusatzschritt Uber Nacht (Auswaschung der Antikorper)
e Seren und Liquors auf 5 mg/l IgG einstellen

Blotting mit immunologischem Nachweis:
e |gG-selektiver Nachweis
e  Zusatzlicher Blottingschritt
e Seren und Liquors auf 20 mg/l IgG einstellen

2.3.2. Probenaufgabe

FocusGel 24S und 40S:

Die Position der vorgeformten Probentaschen ist speziell fir die Aufgabe der Serum-
und Liquorproben an der anodalen Seite des pH-Gradienten 6-11 optimiert (Abb. 3).
Diese Position kann auch fur andere Proben geeignet sein. Das Gel kann aber auch
fur Probenaufgabe an der kathodischen Seite gedreht werden.

25 ul (24S) oder 12 pl (40S) Serum und Liquor werden abwechselnd in die Taschen

pipettiert.



25 ul (24S) oder 12 pl (40S) Serum und Liquor
werden abwechselnd in die Taschen pipettiert.

Wichtig: Alle Taschen mussen gefiillt werden!
Pipettieren Sie 25 pl (bzw. 12 pl) des Proben-

verdunners (Sample Diluter) in die nicht ver-
wendeten Taschen.

Abb. 3

2.4. Isoelektrische Fokussierung

e Aufsetzen der Elektroden

Vor und nach der IEF, sollten die Platindrahte sorgfaltig mit einem feuchten
Papiertuch abgewischt werden.

Verschieben Sie die Platinelektroden bis sie tiber den Gelkanten sitzen.
Setzen Sie den Elektrodenhalter auf der Geloberflache ab und stecken Sie die
Elektrodenkabel in die Kontakte der Kammer ein. Dann schlief3en Sie den
Sicherheitsdeckel und starten die Fokussierung (siehe Tabelle 1).

Vorsicht: Die Platindréahte missen auf den Gelkanten liegen, nicht auf der Folie.
Wichtig: Keine Elektrodenlésungen und -streifen verwenden!

Temperatur

Die isoelektrische Fokussierung muss bei definierter und konstanter Temperatur
erfolgen, da sowohl der pH-Gradient im Gel als auch die isoelektrischen Punkte
der Proteine temperaturabhangig sind. Schalten Sie jetzt den Kryostaten ein,
eingestellt auf 10 °C.



e Laufbedingungen
Wahrend der isoelektrischen Fokussierung &ndert sich die elektrische Leitfahigkeit
des Gels sehr stark. Fur einige Proben ist es daher empfehlenswert eine
Fokussierung des Gels vor dem Probenauftrag durchzufihren.

Schritt

0.1 1000 V 50 mA 10 W 20 min Vorfokussierung
ohne Probe

Allerdings sollte dieser Vorfokussierungschritt nicht bei der CSF-Analytik
von Serum- und Liquorproben durchgefihrt werden.

In der Endphase herrscht niedrige Stromstéarke - und Leistung - die eingestellten
Maximalwerte limitieren dann den Spannungswert.

Die drei Phasen missen direkt hintereinander laufen!

Idealerweise sollte man einen programmierbaren Stromversorger, z. B. SERVA
BluePower 3000x4 Power Supply (BP-3000x4), verwenden.

Phase SET SET SET Zeit Schritt
1 500 V 30 mA 10W 30 min _ Proben-
einwanderung
2 1500 V 18 mA 20W 1 h 30 min Fokussierung
3 2000 V 15 mA 25W 30 min Bandenscharfung

Fur ein halbes Gel werden die gleichen Spannungswerte (V), aber die halben
Stromstarke- (mA) und Leistungsparameter (W) einprogrammiert.

Achtung:
Diese Laufbedingungen gelten nur fur Aluminiumoxidkeramik-Kuhlplatten!
Bei Metall und/oder Glas-Kuhlplatten dirfen 10 W nicht Gberschritten werden!



3. Farbung des Gels

3.1. Heil3farbung mit Coomassie Blue G 250

3.1.1. Stammldésungen

20 % Trichloressigséaure (TCA): 52 ml einer 77% (w/v) TCA werden mit dest. H,O
auf 200 ml aufgefullt.

Zur Herstellung einer 77 % (w/v) TCA-L6sungen empfiehlt sich 300 ml dest. H,O
zu einer 1 kg-Flasche TCA zu geben. Die TCA sollte vollstandige geldst werden.

Losung A: 0,2 % (w/v) CuSO,4 / 20 % (v/v) Essigsaure
(2 g CuSO4in 1 L of 20 % (v/v) Essigséaure)

Lésung B: 0,04 % (w/v) Coomassie Blue G 250 in 60 % (v/v) Methanol
(0,4 g Coomassie G 250in 1L, 60 % (v/v) Methanol)

Lésung C: 50 % (v/v) Methanol

3.1.2. Farbeprotokoll

Fixierung: 15 min in 200 ml 20 % (w/v) TCA bei Raumtemperatur

Waschen: 2 x 1 minin 200 ml Waschlésung
(Mischung aus gleichen Volumina Lésung A und Lésung C)

Farben: 45 min in 200 ml Farbelésung (Mischung aus gleichen Volumina
Losung A und Lésung B). Erwarmen der Losung unter Rihren auf
50 °C (Abb. 4).
Passende Farbebehélter aus Stahl sind in Abschnitt 5. aufgefihrt.

staining tray __ with Iid

T 50° C ‘

C D grid

heating stirrer Abb. 4

Waschen: 2 x 5 min in 200 ml Waschlésung (Mischung aus gleichen
Volumina Losung A und Losung C)

Entfarben: 2-3 x 15 min in Waschlésung
Impragnieren: 5 minin 200 ml 5 % (v/v) Glyzerinl

Trocknen: Lufttrocknen bei Raumtemperatur



3.2. Silberfarbung

Es gibt zwei verschiedene Konzepte fur die empfindliche Silberfarbung:
o Silbernitrat Rezepturen

o Ammoniakalische Rezepturen mit Silberdiamin

SERVA bietet einen speziell fir die Detektion oligoklonaler 1gGs in Cerebrospinal-
flussigkeit (CSF) entwickelten und optimierten Silberfarbekit (SERVA CSF Silver
Staining Kit Kat.-Nr. 43398) an. Dieser Farbekit erlaubt die Proteindetektion in
Polyacrylamidgelen mit hoher Sensitivitat.

Da es viele Verwender von FocusGelen gibt, die ihre Standardprozedur nicht
aufgeben wollen, enthalt diese Anleitung auch das Protokoll fir eine alternative
ammoniakalische Silberfarbung.



3.2.1. Ammonikalische Silberfarbung

Schritt Losung Volumen Temp Zeit
20 % TCA:
1. Fixi : 200ml | 20° 45 mi
IXierung 52 ml einer 77% Losung* TCA 00m 0°Cc S min
2. Waschen H,O dest 200 ml 20 °C 5 min
. 50 % Methanol / o .
3. Spulung | 10 % (v/v) Essigsaure 200 ml 20 °C 40 min
. 5% Methanol / R .
4. Spulung lI 7 % (vlv) Essigsaure 200 ml 20 °C 20 min
5. Inkubation 2,5 % Glutaraldehyd 200 ml 20 °C 15 min
20 min
4 x o 15 min
6. - 9. Waschen H,O dest 200 ml 20 °C 10 min
10 min
Ldsung 1:
250 mg AgNOgin 1 ml H,0 dest.
10 Ldsung 2:
Silberschritt 40 mi H;0 dest.
trisch + 4 ml NaOH (1M) 200 ml 20 °C 40 min
é ”Sf:t | + 2,5 ml NH; (25%)
AL Tropfen von Lésung 1 in 2 unter
Ruhren, Auffullen auf 200 ml mit
dest. H,O
11.-12. 2 % 1 min
| o
Waschen H-0 dest (kalt) 200 ml 20°C 5 min
2-5 min
Pieper
13 aktivieren:
Entwiclldun 0,0025 % (w/v) Zitronensaure Schritt 12
el g + 100 pl Formaldehyd 200 ml 20 °C | Beobachten
) Auffullen auf 200 ml mit H,O dest und stoppen,
zubereiten!)
wenn
Hintergrund
gelb wird!
14.-16.
10 % (v/v) Eth [, 1 % (w/v) Glyci .
Stoppen und 6 (viv) Ethanol, 1 % (W) Glyein, | 5 556 mi | 20°c | 3 x10 min

Konservierung

5 % (w/v) Glycerin

Trocknung: Luftrocknen des Gels auf der Folie, dann wird die Polyester Deckfolie (mit dem Gel
geliefert) auf die Oberflache gerollt. Gesamte Farbezeit: Etwa 4 Stunden
Verwenden Sie bitte nur Reagenzien in p.A.-Qualitat. Hochqualitatives, demineralisertes Wasser ist

ebenfalls wichtig fur beste Farbeergebnisse.
* Zur Herstellung einer 77% L6sung von TCA empfehlen wir 300 mL Wasser zu einer 1 kg TCA
Flasche zuzugeben und die TCA komplett aufzulésen.




3.2.2. Farbung mit SERVA CSF Silver Staining Kit (Kat.-Nr. 43398)

Kitkomponenten:

Komponente Menge

Fixierungslosung | (Fixing Solution 1) 1L
Ethanol (denatured for Fixing Solution Il and Wash 1L
Solution)

Fixierungslosung lll (Fixing Solution I11) 500 ml
Losung A (Solution A) 2x 55 ml
Losung B (Solution B) 2x 55 ml
Losung C (Solution C) 2x 1 mi
Losung D (Solution D) 2x 1,5 ml
Losung E (Solution E) 5x2g

Bendtigte LOsungen:

Zur Farbung von 1 Gel (12 cm x 25 cm) werden 200 ml der jeweiligen Losungen in

den Farbeschritten eingesetzt.

e LOsung fur Fixierung Il
(30 % (v/v) Ethanol)

e LoOsungen fir Fixierung lll:

e Waschlésunag:
(5 % (v/v) Ethanol)

e Farbelbsung:

e Entwickler:

e Stopplésung:
(2 % (w/v) Glycin)

e Konservierungslésung:

Hinweis:

60 ml Ethanol, denatured
ad 200 ml dH,O

80 ml Fixierungslésung Il
ad 200 ml dH,O

10 ml Ethanol, denatured
ad 200 ml dH,O

20 ml Solution A
20 ml Solution B
ad 200 ml dH,0O

50 pl Solution C
200 pl Solution D
ad 200 ml dH,0O

2 g Solution E
ad 200 ml dH,O

12 ml Glyzerin (85 %)
ad 200 ml dH,O

Bei Verwendung eines Farbeautomaten ist darauf zu achten, dass das Gel
luftblasenfrei in der Farbewanne liegt. Mit Hilfe von Magnetstabchen lasst
sich das Gel entsprechend fixieren.

10



Inkubations-

Schritt Losung :
zeit
1. Fixierung | Fixierungslosung | 20 min
2. Fixierung 11 (1) Losung fur Fixierung II: 30 % (v/v) Ethanol 10 min
3. Fixierung 11 (2) Lésung fur Fixierung I1: 30 % (v/v) Ethanol 10 min
4. Waschen (1 10 min
) Waschlésung: 5 % (v/v) Ethanol :
5. Waschen (2) 10 min
6. Fixierung IlI LAsung fur Fixierung Il 20 min
7. Waschen (1 10 min
@) Waschlésung: 5 % (v/v) Ethanol .
8. Waschen (2) 10 min
9. Spulen (1) 10 min
10. Spilen (2) Je 200 ml dH,O 10 min
11. Spilen (3) 10 min
3} Farbeldsung: 20 ml Solution A + .
12. Farben 20 ml Solution B ad 200 ml dH,O 30 min
13. Spilen (1 2 min
p" () Je 200 ml dH,O -
14. Spiulen (2) 5 min
. Entwickler: 50 pl Solution C+ 200 pl Solution D 2 bis 3 min
15. Entwickel .
ntwicken ad 200 ml dH,0 (nach Sicht)
16. Stoppen Stopplosung: 1 % (w/v) Glycin 5 min
17. Spulen (1 5 min
p" @) Je 200 ml dH,O :
18. Spiulen (2) 5 min
19. Konservieren Konservierungslésung 5 min
Gel lufttrocknen und anschliel3end die
20. Trocknen Deckfolie, die mit dem Gel geliefert wird, auf Einige Stunden

Geloberflache rollen.

Verwenden Sie bitte nur Reagenzien in p.A.-Qualitat. Hochqualitatives, demineralisertes Wasser ist
ebenfalls wichtig fur beste Farbeergebnisse.

11




4. Problemlosungen fir die isoelektrische Fokussierung

oligoklonaler IgGs

Symptom

Spannung angelegt, aber kein
Stromfluss. Proben und
Farbstoff bleiben in den
Wannen.

Grund
Keine interne Verbindung in
der Kammer.
Die Elektroden haben
keinen Kontakt mit der
Geloberflache.

Abhilfe |
Uberprifen Sie die
Kabelkontakte in der Kammer.
Legen Sie die Elektroden auf
die Geloberflache.

Folgen Sie dem Manual.

Trennspuren sind
unterschiedlich breit. Seren
und Liquors farben sich
unterschiedlich an.

Seren und Liquors sind
falsch verdiinnt worden.

Verwenden Sie den Sample-
Diluter fur alle Probenver-
dunnungen.

Nicht die Vorverdinnung der
Seren vergessen!

Trennspuren laufen
ungerade.

Es wurden nicht alle
Probentaschen gefullt.

Pipettieren Sie mind. 25 pl
bzw. 12 ul Sample Diluter ein.
Lassen Sie keine Tasche leer.

An der Kathode brennt das
Gel.

Salzbelastung des Gels zu
hoch.
Elektrodenldsungen und —

streifen wurden verwendet.

Tragen Sie nicht
ausschlieBlich Liquors auf,
sondern immer Seren
dazwischen.

Verwenden Sie kein PBS zur
Verdinnung der Proben!
Verwenden Sie keine
Elektrodenstreifen!

Silberfarbung funktioniert
nicht.

Ungenigende
Reagenzienqualitat.

Verwenden Sie nur
Chemikalien von bester
Qualitat.

Silberfarbung hat (fast)
keinen Kontrast.

Formaldehyd-haltige
Losungen und / oder die
Zitronensaure-Losung waren
alter als 1 Tag.

Uberprifen Sie Chemikalien—
und Wasserqualitat.
Gegebenenfalls spilen Sie
regelmafig die Schlauche des
Farbeautomats.

12



5. Bestellinformationen

Produkt Menge Kat.-Nr.
Reagenzien
IgG Sample diluter IEF 100 ml 43336.01
. . 50 ml 43371.01
Cooling Contact Fluid
3x 50 mi 43371.02
Glycerol from plant 1L 23176.01
Farbekits und -reagenzien
SERVA CSF Silver Staining Kit 1 Kit 43398.01
. . . . 500 ml 36913.01
Trichloroacetic acid, 20 % solution
1L 36913.02
. . 259 35110.01
Silver nitrate
100 g 35110.02
500 g 38640.01
Citric acid 1 kg 38640.02
5 kg 38640.03
500 g 23390.02
Glycine 1 kg 23390.04
5 kg 23390.03
@ 259 17524.01
Coomassie ™ Brilliant Blue G 250
100 g 17524.02
50 35050.01
SERVA Blue G 259 35050.02
100 g 35050.03
Gerate
HPE™ Tower System HPE-TS1
HPE™ FlatTop Tower HPE-TO1
HPE™ Cooling Unit HPE-CU1
SERVA BluePower™ 3000x4 Power Supply BP-3000x4
Steel Tray Large + Grid + Lid HPE-A20
Steel Tray Multi 6 HPE-A21

13
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