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Refraction-2D™
Spot Picking Detailed Guide

fiir manuelles Picken von Proteinspots aus 2D-Gelen
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1 Aligemeine Hinweise *'DyeAGNOSTICS

Der Refraction-2D™ Spot Picking Kit erlaubt das einfache und unkomplizierte Picken von Fluoreszenz-markierten Proteinspots
aus 2D-Polyacrylamidgelen ohne zusétzliche Gelfarbungen bei einer Massengenauigkeit bis zu ca. 5 kDa.

Das Spot Picken kann sowohl mittels Fluoreszenz-gesteuertem Spot-Picking-Roboter als auch manuell erfolgen. Das Spot
Picking ist mit self-made und pre-cast Gelen moéglich, eine Folienunterstiitzung der Gele ist nicht erforderlich.

Da durch das Prinzip der Minimalmarkierung (minimal labeling) generell nur ca. 3 % der Proteine Fluoreszenz-markiert sind,
ko-migrieren mit handelsiiblichen Fluoreszenzfarbstoffen (wie z.B. Cyaninen) markierte Proteine nur ungeniigend. Fiir das Spot
Picken von nicht-G-Dye 100 markierten Proteinen ist ein nachtragliches Anfarben fiir Proteine kleiner als 40 kDa daher
zwingend erforderlich.

Durch das duBerst geringe Molekulargewicht des G-Dye 100 (0.3 kDa) kommt es zu einer Komigration von markierten und
unmarkierten Proteinen in 2D-Gelen bis zu einem Molekulargewicht von ca. 5 kDa, sodass sich das G-Dye 100
Fluoreszenzsignal ideal zum Spot Picken eignet*. Verwenden Sie mindest 50 pg G-Dye 100-gelabelte Proteinprobe. Um
interessante Proteinspots per MS zu identifizieren empfehlen wir entweder den Zusatz von ungelabeltem Protein zu lhren
normalen Refraction-2D™-Analysen oder die Anfertigung eines praparativen Gels (vgl. Detailed Guide 4.6).

* Dies gilt nur fiir 2D-Gele mit einer Polyacrylamid-Konzentration von bis zu 12.5 %. 5
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Fiir Anwender mit einem Fluoreszenz-gesteuerten Spot-Picker:

Verwenden Sie das G-Dye 100 Fluoreszenzsignal fiir das Picken der Spots. Die maximale Anregung erfolgt bei 498 nm und die
maximale Emission bei 524 nm.

Fiir Anwender, die manuell Proteinspots isolieren:

Die manuelle Refraction-2D™ Spot Picking-Technologie beruht auf einem 1:1 Ausdruck lhres 2D-Gels mit den G-Dye 100
markierten Proteinspots. Dieser Ausdruck dient - unter lhr ungefarbtes 2D-Gel gelegt — als exakte Pickvorlage fiir lhr Spot
Picking. Lesen Sie dazu den Refraction-2D™ Spot Picking Guide.

Herstellung der G-Dye 100 SP Working Solution:

Das Refraction-2D Spot Picking Kit und das Refraction-2D Labeling Kit enthalten ein (extra) Aliquot G-Dye 100 SP (zum Spot
Picking) fiir das Labeln von insgesamt 150 pg Protein.

Zur Herstellung der G-Dye 100 SP Working Solution:

1. Lassen Sie die G-Dye 100 SP ReaktionsgefaBe sich bis auf Raumtemperatur erwdrmen (ca. 5 min).

2. Zentrifugieren Sie die Reaktionsgefafe kurz.

3. Lodsen Sie G-Dye 100 SP in G-Dye Solvent (3 pl pro Aliquot, um eine Labelingkonzentration von 400 pmol/pl zu
erreichen).

4. Mischen (Vortex) und zentrifugieren Sie kurz. Die G-Dye 100 SP Working Solution ist nun fiir die weitere Verwendung
bereit.

5. Zur Durchfithrung der Labelingreaktion lesen Sie bitte den Refraction-2D™ Product Guide* (Verwenden Sie 1 pl G-Dye
100 SP Working Solution zum Labeln von 50 pg Protein)

*Download: http://www.dyeagnostics.com/site/wp-content/uploads/2011/01/Refraction-2D™_Product-Guide.pdf



2 Detailed Guide v DyeAGNOSTICS

2.1 Was Sie benétigen

* G-Dye 100-Kamera- oder Scanner-Aufnahmen im tiff-Format exportierbar.

* Bildbearbeitungsprogramm, das die Auflésung von tiff-Bildern verandern kann (z.B. Adobe Photoshop oder kostenfreies Irfan
View)

« Tintenstrahl- oder Laser-Drucker (mind. DINA4)

* niedrig-fluoreszierende Glasplatte oder niedrig-fluoreszierende Glaskassette (Prod. Nr. PR 04)

* Spot Picker

* Fixierlosung (40 % Ethanol, 10 % Essigsaure)

* Konservierungslésung (25 % Ethanol, 3 % Glycerin)

* Pickinglosung (25 % Ethanol)

* bei Verwendung von Fertiggelen beachten Sie bitte die Hinweise des Herstellers sowie im Kapitel Tipps & Tricks (vgl. 4.4)

2.2 Was Sie beachten sollten

Um Keratinkontaminationen lhrer Proben zu vermeiden, arbeiten Sie immer mit Handschuhen und méglichst mit Haarschutz
an lhrem Gel.

Vermeiden Sie Wartezeiten zwischen Scan (ll) und dem eigentlichen Spot Picking, da es sonst zu Verformungen des Gels
kommen kann und Sie lhre Pickvorlage und das Gel nicht mehr deckungsgleich iibereinanderlegen kdnnen.

Wir empfehlen das Spot Picking anhand des beschriebenen Ubungsbeispiels (vgl. 3) vorab durchzufiihren, um sich mit der
Technik, die der Refraction-2D™ Spot Picking Guide beschreibt, vertraut zu machen und ein erfolgreiches Spot Picking zu
gewadhrleisten.



2.3 Spot Picking im Detail on

2.3.1 2D-Gelelektrophorese

Fiihren Sie lhre Refraction-2D™ Analysen wie gewohnt durch. Fiir eine spatere Protein-Identifizierung per MS empfehlen wir
die Proteinmenge durch Zusetzen ungelabelter Probe vor der IEF zu erhdhen oder die Anfertigung praparativer Gele unter
Nutzung des G-Dye 100 (der Refraction-2D™ Labeling Kit enthélt ein extra Aliquot G-Dye 100 zum Spot Picking; siehe Tipps
& Tricks). Maximal empfohlene Proteinmenge fiir groBe 2D-Gele (24 cm IEF-Streifen): 1 mg (Bitte unbedingt die
entsprechenden Herstellerangaben beachten).

2.3.2 Scan (1) und Fixierung/Aufbewahrung des Gels

Fiihren Sie das Scannen bzw. Imagen lhrer 2D-Gele wie gewohnt durch. Fixieren Sie das Gel fiir 30 min in Fixierlésung (40 %
Ethanol, 10 % Essigsdure) und lagern Sie das Gel anschlieBend lichtgeschiitzt in Konservierungslésung (25 % Ethanol, 3 %
Glycerin).

2.3.3 Auswertung und Spot-Selektion

Fiihren Sie die Auswertung und Spotselektion wie gewohnt mit der lhnen vertrauten 2D-Software durch.

2.3.4 Vorbereitung und Markierung des Gels

Um spater den Ausdruck des gescannten Gelbildes und das Gel exakt zur Deckung bringen zu kénnen, markieren Sie das Gel.
Waschen Sie zunachst das Gel fiir 15 min in Pickinglosung (25 % Ethanol) und legen Sie es anschlieBend auf eine niedrig-
fluoreszierende Glasplatte. Halten Sie das Gel mit Pickinglésung feucht um ein Eintrocknen oder Verformen des Gels zu
verhindern. Wenn Sie Ihr Gel auf der niedrig-fluoreszierenden Glasplatte stets feucht halten, behilt es fiir mindestens eine
Stunde seine urspriingliche Form bei. Nutzen Sie fiir die Markierung des Gels lhren Spot Picker um jeweils ein Loch in 3 Ecken
des Gels zu stanzen. Diese Locher kdnnen Sie spater leicht im eingescannten Bild wiederfinden (vgl. Quick Guide 2.2 Abb. 1).



2.3.5 Scan (lI) und Aufbewahrung des Gels “*DyeAGNOSTICS

Scannen Sie das gesamte Gel (mit der niedrig-fluoreszierenden Glasplatte) im G-Dye 100-Kanal. Notieren Sie sich unbedingt
die Scan-Auflésung (empfohlen: 100 pm pro Pixel; Abb. 1). Exportieren Sie die Bilddatei ohne Formatveranderungen als tiff-
Datei. Decken Sie das Gel méglichst bis zum Spot Picking ab um Kontaminationen zu vermeiden.

=4 ImageReader FLA-9000

Condition File : Save Condition... |  Load Condition... |

Image Folder : [ /Library Images/Image_Data +) [ browse.. |

File Name : Spotpicking_1003-59_170212

Comment :
Reader Settings': Fluorescence i

Method: (EBICv2  C)ER o473 e EEl _PixelSize

I ch1 e D25 pum (OS50 um  (=100pm () 200um

PMT : 600 V (250-1000) V (250-1000)
Stage : | Fluorescence Stage s

“NWAOIDON®O
“NWAAON®O

ABCDEFGHI JKLMNOPQR

File Size : about 3.58 MB
Read Time : about5m0s

File Format : Img/inf(Log,16bit) 3 start Scan J

P oot ok P

Abb. 1: Scanparameter: Fujifilm FLA-9000 Image Reader (der rote Pfeil markiert die
Scanauflésung; Screenshot)




2.3.6 Erstellen der Pickvorlage n

Um eine Pickvorlage zu erstellen, fertigen Sie einen 1:1-Ausdruck Ihres eingescannten Gels an. Dafiir muss die Druckauflésung
mit der Scan-Auflosung libereinstimmen. Passen Sie die Auflésung des tiff-Bildes mit Ihrem gewohnten
Bildbearbeitungsprogramm (z.B. Adobe® Photoshop®) an. Sollten Sie iiber kein Bildbearbeitungsprogramm verfiigen,
empfehlen wir die Installation und Nutzung des kostenfreien Programms Irfan View*.

Gehen Sie wie folgt vor:

« Offnen Sie die gewiinschte Bild-Datei

* Passen Sie die Bildauflésung an (Bitte beachten Sie unbedingt, dass Sie beim Verandern der Bildauflosung die
BildgroBe nicht neu berechnen lassen, da sonst die MaBe des Bildes nicht korrekt angepasst werden.)

* Drucken Sie lhre Pickvorlage aus (Bitte beachten Sie unbedingt, dass Sie beim Drucken die Skalierung auf 100 %

setzen.)
Beispiel:
Scanauflésung = 100 pm/Pixel
= 10 Pixel/mm
= 100 Pixel/cm

= 254 Pixel/Inch (dpi)
Scanauflésung= Druckauflésung = 254 dpi

Wenn Sie mit 100 pm pro Pixel gescannt haben, miissen Sie die Auflésung des tiff-Bildes auf 254 dpi
einstellen, um in OriginalgroBe ausdrucken zu kdnnen.

10
* http://www.chip.de/downloads/IrfanView_12998187.html



2.3.6.1 Verwendung von Adobe® Photoshop® " DyeAGNOSTICS

1. Offnen Sie die gewiinschte Bild-Datei

2. Passen Sie die Bildauflé6sung/-gréBe an

Wabhlen Sie im Menii “Bild” die Option “BildgroBe”. Es 6ffnet sich ein Fenster “BildgroBe”. Verandern Sie nun unter dem
Punkt “DokumentengrofBe” die “Auflosung” entsprechend lhrer urspriinglichen Scanparameter wahrend Scan Il (100 pm
Scanauflésung = 254 dpi bzw. Pixel/Zoll; Abb. 2). Deaktivieren Sie unbedingt die Option “Interpolationsverfahren” (da sonst
das Bild neu berechnet wird und die entsprechenden cm-MaRBe nicht korrekt angepasst werden).

3. Drucken Sie Ihre Pickvorlage aus

Bitte beachten Sie unbedingt, dass Sie beim Drucken die Skalierung auf 100 % setzen (Abb. 3).

| @ Photoshop Datei Bearbeiten Bild Ebene A hl Filter Ansicht Fenster Hilfe
Ps & [ v wo0x - My ®Ev

Breite: 1500 Abbrechen 8
Héhe: 1250

— Dok oRe:

Breite: |15 | [em =)
)

Hohe: 12,5 [(em — #J q8
Auflésung: |25 ["Pixel/Zoll
uflésung: 254 | [Pixel/zof =] 'P~~

" Stile skalieren

™1 Proportionen beibehalten ‘~
[l Interpolationsverfahren: ~

Bikubisch (optimal fiir einen glatten Verlauf)

by |
=
=
L3
Z,
o,
7,
&,
2
&,
L
0.
e,
2.
T,
k.
7.
O,
Q

Abb. 2: Anpassen der Auflosung des tiff-Bildes mit Adobe® Photoshop®
(Screenshot).
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Drucker: [ Canon iP4300 B

e Dokument
(Profil: RCB ohne Tags)

Exemplare: | 1 | O Proof

- (Profil: n. zutr.)
( Druckeinstellungen... )

Farbhandhabung:
[7) 16-Bit-Daten senden
[ Farbmanagement durch Drucker E
—— Position
E Bild zentrieren Achten Sie darauf, im Dialogfeld "Druckeinstellungen”

das Farbmanagement des Druckers zu aktivieren.

Oben:|-1,522 |
Druckerprofil:
Links: |-0.285 | ( —
- J

. Canon |J Color Printer Profile 2005

—— Skalierte Ausgabegroe — Renderprioritat:

[ Auf MediengréRe skalieren [ Relativ farometrisch a
Skalieren: | 100% ‘~ | f
S~

Hohe: | 12,5 &

:' Tiefenkompensierung

Proof-Einstellung:

Breite: |15 | | CMYK-Arbeitsfarbraum >

Druckauflosung: 254 ppi [") Papierfarbe simulieren

¥ schwarze Druckfarbe simulieren
D Begrenzungsrahmen

(Abbrechen ) ( Fertig ) (  Drucken )

Abb. 3: Druckeinstellungen (Screenshot)



2.3.6.2 Verwendung von IrfanView "' DyeAGNOSTICS

Sollten Sie weder iiber Adobe Photoshop oder ein anderes Bildbearbeitungsprogramm, das die GréBe von tiff-Bildern
verandern kann, verfiigen, konnen Sie das kostenfreie Programm Irfan View benutzen. Es handelt sich um eine Freeware-
Bildbetrachtungs- und -bearbeitungssoftware, die z.B. unter folgendem Link heruntergeladen werden kann:

http://www.chip.de/downloads/IrfanView_12998187.html
Zum Erstellen Ihrer Pickvorlage gehen Sie wie folgt vor:

1. Laden Sie das Programm herunter und installieren Sie es.
2. Offnen Sie die gewiinschte Bild-Datei

3. Passen Sie die Bildauflésung/-gréBe an

Wabhlen Sie im Menii “Bild” die Option “GroBe dndern” (Abb. 4). Es 6ffnet sich ein Fenster “GroBe dndern”. Die aktuelle
BildgroBe in cm wird angezeigt (Abb. 5). Aktivieren Sie hier zunachst unter dem Punkt “neue GroBe” die Schaltflache
“Pixel” (da sich nicht die Pixelzahl sondern die MaRe (cm) verandern sollen; Abb. 6). Verandern Sie nun die “DPI"
entsprechend lhrer urspriinglichen Scanparameter wahrend Scan Il (100 pm Scanauflésung = 254 dpi; Abb. 7). Die Pixelzahl
unter Punkt “neue GréRe" muss gleich bleiben. Wenn Sie dann unter “neue GréBe" die Schaltfliche “cm" aktivieren, sollten
sich die cm-Angaben verandert haben (Abb. 8). Klicken Sie “ok” zum Bestatigen.

4. Drucken Sie Ihre Pickvorlage aus
Beachten Sie (Abb. 9):

* Hoch- oder Querformat,
* Aktivieren Sie unter “DruckgroBe"” die Schaltfliche “OriginalgroBe”,

 Aktivieren Sie unter “Position” die Schaltfliche “zentriert”.

13
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E! Spotpicking_vorher_010312-[Cy2].tif - IrfanView (Zoom: 1144 x 903)

Datei Bearbeiten MzliN Optionen Ansicht Hilfe

[E E IE Information... 1

Neues (leeres) Bild erstellen... Shift+n
Panorama-Bild erstellen. ..

i Links drehen L
} Rechts drehen R

’ Fein-Rotation... Strg+U
Vertikal spiegeln v
Horizontal spiegeln H

Farb-Rahmen hinzufiigen {Canvas)... Shift+¥

! Effekt-Rahmen hinzufiigen... Strg+D
Farbtiefe erhdhen
Farbtiefe reduzieren... - o :
Einige Standard-Dimensionen: (Pixel):
In Graustufen umwandeln Strg+G Aktuelle Grafe: 2850 x 2250 Pixel Neue Grofe: v‘ [verwendet ‘Proportional’)
H Farbkanal anzeigen Neue Grofe: 2850 x 2250 pixels © 640 % 480 Pivel
egativ jarstellen ) @® Neue Gidbe: () 800 x 600 Pixel
Farben &ndern... Shift+G . y ©) 1024 % 768 Pixel
| Histogramm. .. Shift-+H Breie: (2057 | Hohe: [16:24 | W O 1920 %1080 el
Auto-Korrektur Shift+U 2R @ O @ OAT‘ B"df':hi"."‘ anp:assan .
Scharfen Shift+5 O Prozentsatz vom Original: O Bildschimgrofe [nicht proportional)
Rote Augen - Reduktion (Markierung)  Shift+Y Breite: ‘k Hihe: [ ‘%
Effekie
Methode:
Farben tauschen [ Proportional (®) Resample (bessere Qualitat)
Palette [) Schirfen nach Resample Resample-Filter (fiir Vergiofern):
. 3 ‘ Lanczos (langsam) v
: 4 o PL: ik fiir cm/inch
. D 352 | (Automatik fur em/inch) O Resize (schneller)
., »
. . u " u s - e . . - . " u
Abb. 4: Option ,GroBe dndern” im Menii,,Bild Abb. 5: Irfan View — Menii , GroBe dndern” (Screenshot)

(Screenshot)



“DyeAGNOSTICS

GroBe @ndern

Aktuelle Grofe: 2850 x 2250 Pixel

Einige Standard-Dimensionen: (Pixel):
(verwendet Proportonsl)

Neue GroPe: 2850 x 2250 pizels ©) 540 % 480 Pixel
® Neue Gie: © 800 % 600 Pixel
. (1024 » 768 Pikel

bt Hobe O

Einheit: () Pixel _C)em O inch O An Bildschim anpassen

O Prozentsatz vom n?gim O Bildschirmgrafe (nicht proportional)

Bree: |10 |%  Hohe [100 |z [__Hab | [ Dopper |

Methode:

[[] Propartional (©) Resample (bessere Qualitat)

[] Schifen nach Resample Resample-Filter (fur Vergrofem):
Lanczos (langsam) v

DRI (352 | (Automatik fir cmvinch) P S—

:

GriBe dndern

Einige Standard-Dimensionen: (Pixel):

Aktuelle Grobe: 2850 2250 Pivel Neue Grabe: | (vewendet Propotona)
Neue Gidle: 2850 x 2250 piels O 640 480 Pisel
® Neue Groe: 8 800 % 600 Pixel

" 1024 % 768 Pikel
Bf““ Hohe: © 1320 %1080 Pivel
Einheit: ) Pixel Ocm O inch © An Bildschiim anpassen
O Prozentsatz vom Original: O Bildschimgrafe (nicht proportional)
Brete: | 111 |% Hohe [0 |z [__Hab_ | [ Dopper |

Methode:
[ Propottional (%) Resample (bessere Qualitat)
[E]Schiifen nach Resample Resample-Filter (fur Vergrofem):
Lanczos (langsam) v

DPI: @'ank fir cm/inch P

~
.

:

Abb. 6: Irfan View — Menii ,,GroRe andern” ,, Pixel” aktivieren

(Screenshot)

Abb. 7: Irfan View — Menii ,,GroBe dndern”, DPI einstellen

(Screenshot)
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GroBe d@ndern
Aktuelle GroBe: 2850 x 2250 Pixel
Neue GroPBe: 2850 x 2250 pixels

(%) Neue Grabe:

Breite: | 28.50 Hohe: 22,50

Einheitt O Pixel @ em Oinch

Einige Standard-Dimensionen: [Pixzel):

[verwendet 'Proportional’)
() 640 % 480 Pixel

() 800 % 600 Pixel

(1024 % 768 Pixel

(1920 % 1080 Pixel

() An Bildschirm anpassen

O Bildschirmgrafe [nicht proportional)

[ Halb ] [ Doppelt ]

Methode:

(%) Resample (bessere Qualitat)
Resample-Filter (fur Vergrofem):
[ Lanczos (langsam) v ]

O Resize (schneller)

O Prozentsatz vom Otig!;: -
Breite: [ 0 ]z Hohe: [mu Iz
[ Proportional
[7] Scharfen nach Resample
DPi: (254 | (Automatik fiir crovinch)
S
[ ok

] [ Abbrechen ]

il

Drucker-Einstellungen:

Drucker: "

| HP Color LaserJet 8500 PS v

O Hochformat ~ Papier: [[] Automatisch drehen

(® Querformat Ad, BO0DPI Einstellungen M
Druck-Grafe: ~3 Kopfzeile/Fubzeile schreiben: |
(® Originalgrfe (aus Bild-DPIs) Kopfzeile:

e W~ - [CIKep
O An die Seite anpassen )
O Aut Papiergrfe skalieren [nicht proport.) [ Fubzsite: .
() Spezial  Breite:
- Proportion. Tip: $D = Verzeichnis,
Hen $F = Dateiname ...
O Skalieren Bre o sehits
Hihe: {vom Origna) Courier, Size: 10

Position: Mehrseitige-Bilder: Kopien:

Linker Rland: L ucken Zahl derKopien: |
Oberer Rand: fondraan Sortieren (mehrseitige Bilder)

Einheit fiir 'Spezial/Pasition’: Seiten l:l bis l:l Bildgrafe am Papier:

Drucke: 28.5%20.1 cm; 11.2 % 7.9 inches
®cm
Oinch Abbrechen

Abb. 8: Irfan View — Menii ,,GroBe dndern”, veranderte cm-

MaBe (Screenshot)

Abb. 9: Irfan View — Menii ,drucken” (Screenshot)
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2.3.6.3 Verwendung anderer Bildbearbeitungsprogramme ;“.D yeAGNOSTICS
Bitte beachten Sie unbedingt

(a) dass Sie beim Verandern der Bildauflosung die BildgroBe nicht neu berechnen lassen, da sonst die MaBe des Bildes nicht
korrekt angepasst werden.

(b) dass Sie beim Drucken die Skalierung auf ,,100 %“ bzw. ,nicht skalieren” setzten oder nicht ,dem Papierformat

anpassen”.

2.3.7 Markierung der Pickvorlage (optional)

Wir empfehlen Ihnen die Spots von Interesse vor dem Picken auf lhrem Ausdruck zu markieren, um das Wiederfinden wahrend
des Pickens zu erleichtern (Abb. 10). Des Weiteren empfehlen wir, die in den Ecken des Gels angebrachten Markierungen auf
dem Ausdruck zu umranden, um das exakte Ubereinanderlegen von Gel und Ausdruck zu erleichtern.

S
L

Abb. 10: Umranden der in den Ecken des Gels
angebrachten Markierung auf der Pickvorlage 17



2.3.8 Spot Picking RCfraCtiO”@»

Legen Sie Ihren Ausdruck unter die niedrig-fluoreszierende Glasplatte, auf der sich lhr Gel befindet. Legen Sie den Ausdruck so
unter das Gel, dass sich die Markierungen in den Ecken des Gels genau mit den entsprechenden Markierungen des Ausdrucks

decken (Abb. 11). Picken Sie nun die Spots von Interesse. Zur Kontrolle kénnen Sie ihr Gel nach dem Picken erneut im G-Dye
100-Kanal scannen.

Abb. 11: Vorbereitung zum Spot Picken. Die Pickvorlage liegt so unter dem Gel, dass die
Markierungen des Gels exakt mit den Markierungen der Pickvorlage iibereinstimmen.

18



3 Ubungsbeispiel: Modelprotein BSA * DyeAGNOSTICS

Lesen Sie den gesamten Refraction-2D™ Spot Picking Guide bevor Sie mit dem Ubungsbeispiel beginnen.

3.1 2D-Gelelektrophorese

Trennen Sie 2 pg mit G-Dye 100 gelabeltes BSA (siehe Refraction-2D™ Product Guide*) in einem kleinen 2D-Gel wie
gewohnt auf (z.B. IEF: pH 3-10; SDS-PAGE: 13 %iges Polyacrylamidgel). Das Refraction-2D™ Spot Picking Kit enthilt ein
extra Aliquot G-Dye 100 fiir die Durchfiihrung eines Ubungsbeispiels und eines priparativen Gels.

3.2 Scan (I) und Aufbewahrung/Fixierung des Gels

Scannen Sie das gesamte Gel im G-Dye 100-Kanal. Dieser Scan dient lediglich zur Kontrolle der Qualitat des 2D-Gels. Fixieren
Sie das Gel fiir 30 min in Fixierlosung (40 % Ethanol, 10 % Essigsaure).

Wenn Sie direkt im Anschluss Spots picken méchten:

Waschen Sie das Gel fiir mind. 30 min in Pickinglésung (25 % Ethanol) und fahren mit der Markierung des Gels fort (vgl. 3.3;
ein 15 minitiges Waschen mit Pickingldsung ist nicht erneut nétig).

Wenn Sie nicht direkt Spots picken méchten:

Lagern Sie das Gel lichtgeschiitzt in Konservierungslésung (25 % Ethanol, 3 % Glycerin) und fahren Sie bei Abschnitt 3.3 fort.

3.3 Vorbereitung und Markierung des Gels

Waschen Sie zundchst das Gel fiir 15 min in Pickinglésung (25 % Ethanol) und legen Sie es anschlieBend auf eine niedrig-
fluoreszierende Glasplatte. Nutzen Sie fiir die Markierung des Gels lhren Spot Picker um jeweils ein Loch in 3 Ecken des Gels
zu stanzen. Diese Locher konnen Sie spater leicht im eingescannten Bild wiederfinden (Abb. 12).

19

* http://www.dyeagnostics.com/site/wp-content/uploads/2011/01/Refraction-2D™_Product-Guide.pdf



tion@

Abb. 12A: Markieren des Gels durch Stanzen jeweils eines Loches in 3 Ecken des Gels
Abb. 12B: Scan (ll) des markierten Gels

20



3.4 Scan (Il) und Aufbewahrung des Gels "' DyeAGNOSTICS

Scannen Sie das gesamte Gel im G-Dye 100-Kanal mit einer Auflésung von 100 pm pro Pixel (Abb. 13). Exportieren Sie die
Bilddatei ohne Formatveranderungen als tiff-Datei. Halten Sie das Gel dabei mit Pickinglosung (25 % Ethanol) feucht. Wenn
moglich decken Sie das Gel bis zum Spot Picking ab um Keratinkontaminationen zu vermeiden.

= ImageReader FLA-9000

Condition File : Save Condition... | Load Condition...

Image Folder : [ /Library Images/Image_Data 4 [ browse... ]

File Name : Spotpicking_1003-59_170212

Comment :

Reader Settings:|Fluorescence!

- . s
verod: (@CE U@ e @uws W00 Pelsie A
W Ch.1 ch2 025 yum  (O50 um  (&100um () 200um
PMT: 600 V (250-1000) V (250-1000) O10 um

“NWAODN®O
“NWAODN®

ABCDEFGHI JKLMNOPQR

File Size : about 3.58 MB
Read Time : about5m0s

: Top File Format : Img/Inf(Log,16bit) D Start Scan

e Cousiilis . _as% o e

Abb. 13: Scanparameter: Fujifilm FLA-9000 Image Reader (der rote Pfeil markiert die
Scanauflésung; Screenshot)



3.5 Erstellen der Pickvorlage on

Passen Sie die Auflosung des tiff-Bildes mit Ihrem gewohnten Bildbearbeitungsprogramm (z.B. Adobe® Photoshop®) auf 254
dpi an (Abb. 14). Vermeiden Sie dabei die Neuberechnung des Bildes. Drucken Sie das angepasste tiff-Bild aus und verwenden
Sie dabei eine Druckskalierung von 100 % (Abb. 15).

Backen

Drucker: | Canon iP4300 +

® Dokument

(Profil: RGB ohne Tags)

Exemplare: |1 O proot
15.2 em x 10,12 em °
— (Profil: n. zutr.)
Druckeinstellungen...

£d

Farbhandhabung:
16-Bit-Daten senden =
[ Farbmanagement durch Drucker 2]
— Pesition ——————————y
- — ™ Bild zentrieren Achten Sie darauf, im Dialogfeld "Druckeinstellungen®

Breite: 1500

das Faromanagement des Druckers zu aktivieren.
Oben: [-1,522
Héhe: 1250

s s
e Links: [-0,285
D
Breite: |15 cm B‘ ] [ Skalierte
N —

Druckerprofil

Canon I Color Printer Profile 2005

Hohe: 12,5 cm =) () Auf MediengraBe skalieren [ Retatv ]
Auflésung: |254] Pixel/Zoll B v Skalieren: [ 100%
~o

[ Stile skalieren Hone: [12,5 ‘ o of-Enstelung:
~

Tiefenkompensierung

Proportionen beibehalten

Dinterpolationsverfahren:  Waw ~ e Breite: [15

Bikubisch (optimal fiir einen glatten Verlauf)

CMYK-Arbeitsfarbraum

Druckauflosung: 254 ppi Papierfarbe simulieren

PGINFRRpoBANEFA S R O

¥ Schwarze Druckfarbe simulieren

]
&

] Begrenzungsrahmen

Ausdruck simulieren (Softproof) MaBeinheit @
i un

5]

L e e (Abbrechen)  (__ Fertig ) (C Drucken )

Abb. 14: Anpassen der Auflésung des tiff-Bildes mit Adobe® Abb. 15: Druckeinstellungen (Screenshot)
Photoshop® (Screenshot).
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3.6 Markierung der Pickvorlage " DyeAGNOSTICS

Umranden Sie die in den Ecken des Gels angebrachten Markierungen auf dem Ausdruck, um das exakte Ubereinanderlegen
von Gel und Ausdruck zu erleichtern.

3.7 Spot Picking

Legen Sie Ihren Ausdruck unter die niedrig-fluoreszierende Glasplatte, auf der sich lhr Gel befindet. Legen Sie den Ausdruck so
unter das Gel, dass sich die Markierungen in den Ecken des Gels genau mit den entsprechenden Markierungen des Ausdrucks
decken (Abb. 16). Picken Sie nun den/die BSA-Spots und iiberfiihren diese in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR.

Als Kontrolle scannen Sie lhr Gel erneut im G-Dye 100-Kanal. Die BSA-Spots sollten nicht mehr zu sehen sein (Abb. 17). Als
weitere Kontrolle kénnen Sie lhr Gel sowie die ausgestochenen Spots mit Coomassie oder Silber anfarben.

Abb. 16: Vorbereitung zum Spot Picken. Die Pickvorlage Abb. 17: G-Dye 100-Image des Gels nach
liegt so unter dem Gel, dass die Markierungen des Gels Spot Picking

exakt mit den Markierungen der Pickvorlage

ibereinstimmen.
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4 Tipps & Tricks o

4.1 Markierung des Gels

Sie konnen zur Markierung des Gels (vgl. Quick Guide 2.2 und Detailed Guide 2.3.4) anstatt der Locher in den Ecken auch
sonstige Markierungen verwenden, die lhnen helfen die Pickvorlage mit Ihrem Gel zur Deckung zu bringen. Sie kénnen z.B.
ganze Ecken entfernen.

4.2 Spot Picking ohne niedrig-fluoreszierende Glasplatten

Sollten Sie keine niedrig-fluoreszierenden Glasplatten besitzen, kdnnen Sie auch jede andere durchsichtige Glas- oder

Kunststoffplatte zum Spot Picking verwenden. Sie miissen dann allerdings den Scan Il ohne diese Platte durchfiihren und ihr
Gel erst kurz vor dem Spot Picking auf diese Platte legen. Wir empfehlen die Verwendung niedrig-fluoreszierender
Glasplatten, da ein hdufiges Umlagern des Gels dieses beschadigen kann.

4.3 Verformungen des Gels

Wenn Sie lhr Gel auf der niedrig-fluoreszierenden Glasplatte stets mit Konservierungslésung feucht halten, behilt es fiir
mindestens eine Stunde seine GroBe bei. Sollte es wahrend des Scan Il und dem Anfertigen der Spot Picking Vorlage dennoch
zu einem Quellen oder Schrumpfen des Gels kommen, kénnen Sie wie folgt korrigieren:

(a) Das Gel ist kleiner als die Pickvorlage:
Legen Sie lhr Gel kurz in Wasser oder befeuchten sie es auf der Glasplatte mit Wasser um es aufquellen zu lassen. Wenn das
Gel die benétigte GroBe hat, beginnen Sie mit dem Spot Picking.

(b) Das Gel ist groBer als die Pickvorlage:
Legen Sie lhr Gel kurz in Fixierlésung. Wenn das Gel die gewiinschte GréBe hat, waschen Sie kurz mit Pickinglésung und
beginnen Sie mit dem Spot Picking.
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4.4 Verwendung von Fertiggelen "' DyeAGNOSTICS

Der Refraction-2D™ Spot Picking Guide ist mit allen Precast-Gelen kompatibel, die sich auch zum Spot Picking eignen (Glas-
oder Kunststoffkassetten miissen sich entfernen lassen). Beachten Sie bitte die Hinweise des Herstellers zu Fixierung und
Lagerung der Gele.

Bei Verwendung Folien-basierter Fertiggele beachten Sie bitte die Hinweise des Herstellers zur Fixierung und Lagerung.
Folien-basierte Gele sind kovalent mit der Tragerfolie verbunden. Das Gel kann sich nicht verformen. Daher kdnnen Sie zum
Erstellen der Pickvorlage bereits den Scan (I) nutzen und auf Scan (ll) kurz vor dem Spot Picking verzichten. Des Weiteren
konnen Sie auf das anbringen von Markierungen verzichten, da Sie sowohl Gel- als auch Folienrander als Orientierung nutzen
konnen. Beachten Sie, dass Sie das Gel komplett mit Folie scannen. Fiir eine lingere Lagerung (z.B. fiir die Zeit der
Auswertung zw. Scan (I) und dem Spot Picking) empfehlen wir die Fixierung und das Trocknen des Gels (beachten Sie bitte
dazu die Empfehlungen des Herstellers). Rehydratisieren Sie das Gel vor dem Spot Picking.

4.5 Anfertigen praparativer Gele

Wir empfehlen zum Anfertigen eines praparativen Gels die Verwendung von 100 pg G-Dye100 gelabelter Proteinprobe (das
Refraction-2D™ Kit enthilt ein extra Aliquot G-Dye 100 zum Anfertigen praparativer Gele) sowie den Zusatz ungelabelter
Proteinprobe, um die Identifizierungschancen auch gering abundanter Proteine durch MS zu erh6hen. Beachten Sie bitte dabei,
die Hinweise des Herstellers zur maximale Trennkapazitit lhrer IEF-Streifen. Trennen Sie lhre praparative Probe wie zuvor lhre
analytischen Proben durch 2D-Gelelektrophorese auf.

Wenn Sie sofort nach der 2D-Gelelektrophorese Spots picken méchten:

Beginnen Sie bei Abschnitt 2.3.4 indem Sie lhr Gel, ohne Fixieren oder Waschen, auf einer niedrig-fluoreszierenden Glasplatte
markieren und scannen (entspricht Scan (l1)). Halten Sie das Gel mit Pickinglosung feucht und fahren Sie wie im
Refraction-2D™ Spot Picking Detailed Guide beschrieben fort.

Wenn Sie erst spdter Spots picken méchten:

Beginnen Sie bei Abschnitt 2.3.2 indem Sie lhr Gel zur Kontrolle scannen, anschlieBend fixieren und in Konservierungslosung
bis zum Spot Picking aufbewahren. Fahren Sie direkt vor dem Spot Picking, wie im Refraction-2D™ Spot Picking Detailed
Guide ab Abschnitt 2.3.4 beschrieben, fort.
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