Lumiprobe

Farbung lebender Zellen mit dem fluoreszierenden Nukleinsaurefarhemittel
LUCS® 13

LUCS® 13 ist ein durchldssiges Nukleins&urefarbemittel, das griine Fluoreszenz zeigt, wenn es an Nukleins&uren bindet. Das
Farbemittel weist eine hohe fluoreszierende Ausbeute auf und hat eine Struktur, die identisch mit dem SYTO™ 13-Farbemittel
ist.

LUCS® 13 wird verwendet, um sowohl DNA als auch RNA in lebenden und toten Eukaryoten sowie grampositiven und
gramnegativen Bakterien zu farben. Der Farbstoff wird durch den blauen Laser bei 488 nm angeregt. Seine
Fluoreszenzemission wird im Fluoresceinkanal mit einem Maximum bei 509 nm beim Binden an DNA und 514 nm beim Binden
an RNA detektiert.

Der Farbstoff kann zusammen mit nicht durchldssigen Kernmarkern wie YoDi-3 zur Bewertung der Zellviabilitdt mittels
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie verwendet werden.

Protokoll

Das genaue Protokoll hdngt von der spezifischen Zellart und der experimentellen Aufgabe ab. Im Allgemeinen kann es wie folgt
beschrieben werden:

1. Um eine Arbeitslésung von 1 pM LUCS® 13 herzustellen, fiigen Sie 1 pl der 5 mM-LUCS® 13-Stammlésung zu 5000 pl
PBS hinzu.

2. Entfernen Sie die adharenten Zellen in geeigneter Weise von der Oberflache des KulturgefaBes. Bei
Suspensionssuspensionen mit dem nachsten Punkt beginnen.

Waschen Sie die Zellen einmal mit kaltem PBS (pH 7,4). Sedieren Sie die Zellen durch Zentrifugation fiir 5 min bei 300 g.
Inkubieren Sie die Zellen in 1 ml 1 pM LUCS® 13-Arbeitslésung fiir 30 min bei 37 °C.
Entfernen Sie die Farbstoffldsung durch Zentrifugation fiir 5 min bei 300 g.

Waschen Sie die Zellen einmal mit PBS.
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(Optional] Falls erforderlich, kdnnen die Zellen fiir 15 min in 3,7% Formaldehydlsung in PBS fixiert, mit PBS gewaschen
und mit einem anderen Farbstoff nachgefarbt werden.

Wichtig

e Verwenden Sie Kunststoffgefate beim Umgang mit LUCS® 13-Lésungen, da sich der verdiinnte Farbstoff am Glas
festsetzen kann.

» Die beste Farbungsergebnisse werden mit phosphatfreien Puffern (z.B. 15 mM HEPES in Kochsalzldsung) erzielt.

« Testen Sie vor Beginn des Experiments mehrere Farbstoffkonzentrationen im Bereich von 10 nM bis 5 uM, um die
optimale Verdiinnung des Farbstoffs zu bestimmen. Das Farbeergebnis wird von vielen Faktoren beeinflusst:
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