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Handbuch fiir das Apoptose-Kit zur Ermittlung des
Mitochondrien-Membranpotentials

Das Mitochandrien-Membranpotential-Apoptose-Kit ist ein gebrauchsfertiges Kit
zur schnellen und effizienten Analyse von zwei Apoptosemarkern: Externalisierung
von Phosphatidylserin (mittels Annexin V-AF 488) und Veranderungen

des mitochondrialen Membranpotentials (mittels LumiTracker® Mito Red CMXRos).

Annexin V (oder Annexin AS) gehdrt zur Familie der intrazellularen, Phosphalipid-
bindenden Annexine. Aufgrund seiner Fahigkeit, spezifisch an Phosphatidylserin (PS)
zu hinden, das in friihen Stadien der Apoptose von der inneren auf die &dulere Seite
der Plasmamembran transloziert, wird Annexin V héufig zur Identifizierung
apoptotischer Zellen eingesetzt. Dieses Kit enthalt rekombinantes Annexin V,
konjugiert mit AF 488, einem hellen und photostabilen griinen Fluorophor

mit spektralen Eigenschaften ahnlich denen von FITC.

LumiTracker® Mito Red CMXRos ist ein kationischer roter Fluoreszenzfarbstoff,

der passiv durch die Plasmamembran diffundiert und sich abhéngig vom mitochondrialen
Membranpatential selektiv in aktiven Mitochondrien anreichert. Gesunde Zellen weisen
ein hohes mitochondriales Membranpotential auf; dessen Abfall gilt als Marker eines
friihen Apoptosestadiums.

Nach der Férbung mit Annexin V-AF 488 und LumiTracker® Mito Red CMXRos zeigen
lebende Zellen eine schwache griine und eine intensive rote Fluoreszenz, wahrend
apoptotische Zellen eine starke grine und eine schwache rote Fluoreszenz aufweisen.
Diese Zellpopulationen lassen sich mittels Durchflusszytometrie eindeutig
unterscheiden. Beide Farbstoffe werden durch die 488-nm-Linie eines Argon-lonen-
Lasers angeregt.

Das Kit enthalt alle notwendigen Reagenzien zur Markierung apoptotischer Zellen
mit Annexin V-AF 488 sowie zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials
mit LumiTracker® Mito Red CMXRos.
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Bestandteile
Komponente Anzahl
21312
50 assays
21515, Annexin V-AF 488-Konjugat, 5 ug 1
83215, Annexin-V-Bindungspuffer, 5%, 15 mL 1
15050, DMSO (Dimethylsulfoxid), Markierungsgiite, 1 mL 1
2251-50ug, LumiTracker® Mito Red CMXRos, 50 ug 3

Transport: bei Raumtemperatur bis zu einer Woche. Lagerungsbedingungen: bei -20°C.

Haltbarkeit: 9 Monate.

Vor Arheitsheginn

o Die iblicherweise eingesetzte Kanzentration von LumiTracker® Mito Red
CMXRos zur Zellfarbung liegt im Bereich von 25-500 nM. Die optimale
Arbeitsverdiinnung hangt vom Zelltyp und der Zelldichte ab und sollte
experimentell bestimmt werden.

o Die empfohlenen Konzentrationen von Annexin V-AF betragen 2-10 pg/ml,
abhdngig von der untersuchten Zellkultur. Vor Beginn des Experiments sollten
verschiedene Verdiinnungen von Annexin V-AF getestet werden, um die optimale
Konzentration zu ermitteln.

Wichtig! Annexin V kann nur als Apoptosemarker in Zellen mit intakter
Plasmamembran verwendet werden. Ist die Plasmamembran permeabilisiert,
bindet Annexin V an intrazellulares Phosphatidylserin, was zu falsch-positiven
Ergebnissen fihrt.
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Vorhereitung der Reagenzien

1.

Ldsen Sie den Inhalt des Réhrchens mit lyophilisiertem Annexin U-AF (21515)
in 250 pl deionisiertem Wasser.

Wichtig! Das verdiinnte rekombinante Protein muss lichtgeschiitzt bei 2—8 °C
gelagert werden. In Lésung ist das Konjugat bis zu einem Manat stabil.

Fiir Langzeitexperimente wird empfohlen, Aliquots herzustellen und bei -20 °C
zu lagern. Mehrfaches Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden!

Bereiten Sie das erforderliche Volumen an 1x Bindepuffer vor, indem Sie 1 Teil
5x Bindepuffer mit 4 Teilen deionisiertem Wasser mischen.

Bereiten Sie eine 10 mM Stammldsung von LumiTracker® Mito Red CMXRos vor,
indem Sie 9,4 pl DMSO (15050) zu dem Réhrchen mit LumiTracker® Mito Red
CMXRos (2251-50 pg) hinzufiigen. Nicht verwendete Anteile der Stammlésung
konnen fir bis zu 1 Monat bei < -20 °C gelagert werden.

Bereiten Sie eine 10 uM Arbeitsldsung von LumiTracker® Mito Red CMXRos vor,
indem Sie 1 ul der 10 mM Stammldsung in 1000 pul Medium pipettieren.

Zellfarbung

1.

Induzieren Sie die Apoptose in den Zellen mit der gewiinschten Methode. Bereiten
Sie eine Negativkontrolle vor, indem Sie Zellen ohne Induktionsmittel inkubieren.
Bereiten Sie eine positive Nekrosekontrolle vor, indem Sie die Zellen 4 h bei 37 °C
mit 2 mM Wasserstoffperoxid inkubieren.

Losen Sie adharente Zellen vorsichtig mithilfe einer geeigneten Methode von der
Wachstumsaberflache. Bei Suspensionszellen fahren Sie direkt mit dem néchsten
Schritt fort.

Uberfihren Sie je 1 ml Zellsuspension (1x103 bis 1x10¢ Zellen/ml) in 1,5-ml-
Mikrozentrifugenréhrchen. Fiir die Durchflusszytometrie sind zusétzlich Réhrchen
mit geeigneten Kontrollen vorzubereiten: (1) ungefarbte Zellen (Negativkontrolle
fir die Gerateeinstellung); (2) nur mit Annexin V-AF gefarbte Zellen; (3) nur
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10.

mit LumiTracker® Mito Red CMXRos geférbte Zellen (fiir die
Kompensationseinstellung); sowie Réhrchen (4) mit den experimentellen Zellen
(doppelt gefarbt mit Annexin V-AF und LumiTracker® Mito Red CMXRos).

Fiigen Sie 4 pl der 10 uM LumiTracker® Mito Red CMXRos-Arbeitsldsung zu den
Réhrchen (3) und (4) hinzu und mischen Sie vorsichtig.

Inkubieren Sie die Zellen 15-45 Minuten lichtgeschiitzt unter fiir den jeweiligen
Zelltyp geeigneten Bedingungen.

Waschen Sie die Zellen einmal mit kalter PBS (pH 7,4) und anschlieRend einmal
mit 1x Bindepuffer.

Resuspendieren Sie die Zellen in 100 pl kaltem 1x Bindepuffer.

Fiigen Sie 5—10 pl Annexin V-AF-Lésung hinzu und inkubieren Sie lichtgeschiitzt
10-15 Minuten bei Raumtemperatur.

Fiigen Sie ohne vorheriges Waschen zu jedem Réhrchen 400 pl 1x Bindepuffer
hinzu.

Lagern Sie die geférbten Zellen bis zur Analyse lichtgeschiitzt bei 2-8 °C.

Durchflusszytometrie

1.

2.

3.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse der Zellapoptose mittels Annexin V-AF
und LumiTracker® Mito Red CMXRos sind zusatzlich zur Probenfarbung geeignete
Kontrollansétze vorzubereiten (siehe aben).

Analysieren Sie die Bindung von Annexin V-AF 488 mithilfe des FITC-Signal-
Detektors

Analysieren Sie die mit LumiTracker® Mito Red CMXRos geféarbten Zellen mithilfe
eines Phycoerythrin-Signal-Detektors.

Fiir eine korrekte Trennung der Fluoreszenzsignale in den verschiedenen
Detektionskanalen kdnnen separate Kompensationseinstellungen erforderlich sein.
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Fluoreszenzmikroskopie

1.

Geben Sie einen Tropfen der gefarbten Zellsuspension auf einen Objekttréager.
Bedecken Sie die Zellen mit einem Deckglas.

Alternativ kannen adharente Zellen direkt auf dem Deckglas gefarbt werden.
Nach der Farbung legen Sie das Deckglas mit der Zellseite nach unten auf einen
Objekttrager, sodass sich die Zellen zwischen Objekttrager und Deckglas befinden.

(Optional Nach der Férbung und vor der Visualisierung konnen die Zellen

mit 1x Bindepuffer gewaschen und in einer 2%igen Paraformaldehyd-Losung
fixiert werden. Fixieren Sie Zellen nicht vor der Inkubation mit Annexin V-AF,

da jede Schadigung der Zellmembran zu einer unspezifischen Bindung

von Annexin V an PS auf der inneren Seite der Plasmamembran fiihren kann.

Untersuchen Sie die Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop mit einem
geeigneten Filtersatz.
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