Lumiprobe

Farbung lebender Zellen mit dem fluoreszierenden Nukleinsaurefarhemittel
LUCS® 5

LUCS® 5 (1,5-bis{[2-(dimethylamino)ethyllamino}-4,8-dihydroxyanthracen-9,10-dion, auch bekannt als DRAQ5®) ist ein
zellgdngiger, rot fluoreszierender Farbstoff zur DNA-Farbung in lebenden und fixierten Zellen fiir Bildgebung und Analysen.

LUCS® 5 dringt durch die Zellmembranen ein und interkaliert zwischen A-T-Basenpaaren der doppelstrangigen DNA (dsDNA).
Der Farbstoff hat eine hohe Affinitét zu dsDNA und zeigt kaum Bindung an RNA oder mitochondriale DNA (mtDNA). LUCS® 5
flihrt bei DNA-Bindung nicht zu einer Fluoreszenzverstarkung; daher ist die gemessene Fluoreszenz proportional und
stdchiometrisch zur Menge an nukledrer DNA in der Zelle.

Aufgrund seiner Zellpermeabilitat eignet sich LUCS® 5 zur Bestimmung des DNA-Gehalts und des Zellzyklus, ist jedoch nicht
als Vitalititsfarbstoff geeignet. Wie andere zellpermeable, interkalierende DNA-Farbstoffe kann LUCS® 5 bei
Langzeitversuchen die Zellteilung hemmen — dieser Effekt sollte daher vor dem Experiment (berpriift werden.

In der Mikroskopie und im Hochdurchsatz-Screening (High-Content Screening) dient LUCS® 5 als nukle&rer Gegenférber fiir
lebende und fixierte Proben. In der Durchflusszytometrie ermdglicht der Farbstoff eine direkte Analyse von Blut- und
Knochenmarkzellen ohne vorherige Hamolyse, Fixierung, Permeabilisierung oder RNase-Behandlung.

LUCS® 5 weist Absorptionsmaxima bei 600 nm und 646 nm sowie ein Emissionsmaximum bei 637 nm auf (bei Interkalation
in dsDNA). Dadurch ist der Farbstoff spektral mit géngigen Markern wie GFP, FITC, R-PE oder RFP kompatibel. Zusétzlich
zeigt LUCS® 5 eine hohe Photostabilitat und keinen Photobleaching-Effekt wahrend der Bildgebung.

Vorbereitung:

o Die LUCS® 5-Losung sollte bei 2—8 °C gelagert werden. Nicht einfrieren! Durch Gefrieren kann LUCS® 5 ausfallen, und eine
erneute Aufldsung ist mdglicherweise nicht einfach.

o Natriumazid (NaNs) stért die Farbung mit LUCS® 5. Daher wird empfohlen, die Farbung in Dulbecca’s Phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (DPBS), PBS (ohne NaNs) oder Kulturmedium durchzufiihren.

« Die Arbeitskonzentration fiir die Zellfarbung liegt zwischen 5—20 uM. Die optimale Verdiinnung ist abhangig vom Zelltyp
und von der Zelldichte und sollte experimentell bestimmt werden.

« Die optimale Zelldichte und Farbedauer fiir die DNA-Gehalt-Analyse variiert je nach Zelltyp. Das Protokoll sollte
in Vorversuchen fiir beste Ergebnisse angepasst werden.

e Hinweis: Der an dsDNA gebundene Farbstoff fluoresziert stark im Zellkern, wahrend ungebundener Farbstoff im Zytoplasma
schwacher fluoresziert. Dies ermaglicht eine klare Segmentierung zwischen zytoplasmatischen und nukledren
Kompartimenten.
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Protokoll:

Farbung lebender Zellen zur Visualisierung von Zellkernen

1. Kultivieren Sie Zellen auf einem sterilen Deckglas. Adharente Zellen kdnnen direkt auf dem Deckglas gefarbt werden.

2. Verdiinnen Sie die LUCS® 5-L&sung unmittelbar vor Gebrauch auf 5-20 uM in komplettem Medium oder einem anderen
NaNs-freien Puffer.

3. Geben Sie die LUCS® 5-Lésung zu den Proben und inkubieren Sie diese fiir 5-30 Minuten bei 37 °C im Dunkeln.
4. Entfernen Sie die Farbeldsung durch Absaugen und waschen Sie die Zellen zweimal mit 1x PBS.

Optional Die Zellen kdnnen auch ungewaschen analysiert werden, was jedoch den Hintergrund durch ungebundenen
Farbstoff erhdhen kann.

9. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie montieren Sie die Zellen unter einem Deckglas mit Einbettmedium.

6. Fiihren Sie anschlieRend die Bildgebung durch. Wir empfehlen einen 715LP- oder langerwelligen Filter, obwohl der
Farbstoff auch mit Standardfiltern fiir AF 647 (z. B. 660/20 oder 632/40 nm) gut nachweisbar ist.

Farbung fixierter Zellen zur Kernvisualisierung

1. Kultivieren Sie Zellen auf einem sterilen Deckglas. Adharente Zellen kdnnen direkt auf dem Deckglas gefarbt werden.
2. Fixieren und permeabilisieren Sie die Zellen nach Bedarf.

3. Verdiinnen Sie die LUCS® 5-Lésung unmittelbar vor Gebrauch auf 5-20 uM in 1x PBS oder einem anderen NaNs-freien
Puffer.

4. Geben Sie die LUCS® 5-Lésung zu den Proben und inkubieren Sie diese bei Raumtemperatur im Dunkeln.
9. Spiilen Sie die Proben einmal mit 1x PBS.

Optional Die Zellen kdnnen auch ungewaschen analysiert werden, was jedoch den Hintergrund erhéhen kann.
6. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie montieren Sie die Zellen unter einem Deckglas mit Einbettmedium.

7. Fihren Sie die Bildgebung durch. Wir empfehlen einen 715LP- oder langerwelligen Filter.

Farbung lehender Zellen fiir DNA-Gehalt-Analyse mittels Durchflusszytometrie

1. Stellen Sie eine Einzelzellsuspension her.

2. Resuspendieren Sie die Zellen in einer Dichte von <0,5%10° Zellen/ml in komplettem Medium oder einem anderen NaNs-
freien Puffer mit 20 uM LUCS® 5.

3. Inkubieren Sie fiir 5=15 Minuten bei 37 °C im Dunkeln.

4. Pelletieren Sie die Zellen durch Zentrifugation bei 400 g fiir 3-4 Minuten bei Raumtemperatur und entfernen Sie die
Farbeldsung.

9. Resuspendieren Sie die Zellen in 1x DPBS und analysieren Sie sie umgehend mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen
kdnnen auch ungewaschen analysiert werden, was jedoch die Auflésung der DNA-Histogramme verringern kann.
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6. Analysieren Sie die Zellen mit einem Durchflusszytometer mit 633 nm Rotlaser. Fir Zellzyklusanalysen kann die Detektion

im AF 700-Kanal mit 680LP- oder 715LP-Filter die Peak-Trennung verbessern.
Optionat LUCS® 5 kann auch mit 488 nm Blaulaser-Anregung detektiert werden.

Farbung fixierter Zellen fiir DNA-Gehalt-Analyse mittels Durchflusszytometrie

Stellen Sie eine Einzelzellsuspension her.

Waschen Sie die Zellen einmal mit 1% DPBS.

A L -

Puffer.

o1

Fixieren Sie die Zellen fiir 30 Minuten auf Eis mit 70-80% kaltem Ethanol.

6. Ein weiteres Waschen vor der Analyse ist nicht notwendig.

Farben Sie die Zellen (<0,5%108 Zellen/ml) fiir 5—15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Verdiinnen Sie die LUCS® 5-Lésung unmittelbar vor Gebrauch auf 20 uM in 1x DPBS oder einem anderen NaNs-freien

7. Analysieren Sie die Zellen mit einem Durchflusszytometer mit 633 nm Rotlaser. Fiir Zellzyklusanalysen kann die Detektion

im AF 700-Kanal mit 680LP- oder 715LP-Filter die Peak-Trennung verbessern.
Optionat LUCS® 5 kann auch mit 488 nm Blaulaser-Anregung detektiert werden.

Spektrale Eigenschaften

Anregung:

e Maxima bei 600 nm und 646 nm:;

e 647 nm Linie optimal;

e 488 nm, 514 nm, 568 nm und 633 nm Linien suboptimal;

e Zwei-Photonen-Anregung (1047 nm) und keine Anregung im Bereich von 700—850 nm.

Emission (gerateabhangig):

e Maxima bei 681 nm (freier Farbstoff) / 697 nm (gebundene DNAJ;

e Detektion im Bereich von 665 nm his 850 nm im nahen Infrarot (NIR);
o Emissionsfilter konnen 695LP, 715LP oder 780LP umfassen.
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