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ApoTox-Glo™ Triplex Assay von Promega
Viabilitat, Zytotoxizitat und Apoptose in einem Assay bestimmen

Mannheim, 05.10.09 — Die Promega Corporation, Madison/Wisconsin (USA),
mit deutscher Niederlassung in Mannheim, bietet mit dem ApoTox-Glo™
Triplex Assay ein neuartiges Multiplex-Analysesystem, um Viabilitat, Zytotoxizi-
tat und Apoptose von Zellkultur-Zellen in einem Well zu bestimmen.

Fluoreszente Messung von Zellviabilitat und Zytotoxicitat

Der Triplex Assay misst die drei Parameter in zwei Schritten Uber Fluoreszenz
und Lumineszenz. Im ersten Teil des Assays werden Zellviabilitat und Zytotoxi-
zitat Gber zwei Protease-Aktivitaten bestimmt. Das fluorogene Peptidsubstrat
Glycylphenylalanyl-Aminofluorocoumarin (GF-AFC) gelangt durch die Zell-
membran in das Zellinnere. Dort wird es durch eine \live cell’-Protease, die nur
in lebenden Zellen aktiv ist, in das fluoreszierende Produkt AFC gespalten. Ver-
liert die Zelle ihre Membranintegritat wird ein zweites Peptidsubstrat (Bis-
Alanylalanyl-Phenylalanyl-Rhodamine 110; Bis-AAF-R110), das nicht durch
Zellmembranen dringen kann, von einer ‘dead cell-Protease in das fluoreszie-
rende Produkt R110 gespalten. Zeitgleich nimmt die Aktivitat der ’live cell’-
Protease ab. AFC und R110 haben unterschiedliche Anregungs- und Emissi-
onsspektren und kénnen so parallel detektiert werden.

Lumineszentes Signal belegt Apoptose

In einem zweiten Schritt wird die Anzahl apoptotischer Zellen liber das lumino-
gene Caspase-3/7 Substrat bestimmt. Das Caspase-Glo® 3/7 Reagenz wird
nach der Fluoreszenz-Messung zu den Zellen gegeben. Das Substrat wird von
aktivierten Caspasen aus den apoptotischen Zellen umgesetzt und dient dann
der Hitze-stabilen Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase als Substrat. Das sehr
stabile ,glow-type* lumineszente Signal der Luciferase-Reaktion ist proportional
zu der Anzahl apoptotischer Zellen. Der Assay ist robust und so optimiert, dass
er unter unterschiedlichen experimentellen Bedingungen gut angewendet wer-
den kann.
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Uber Promega:

Promega zahlt mit Gber 950 Mitarbeitern zu den funf grofien weltweit tatigen Life Scien-
ce Research-Unternehmen. Das 1978 in Madison, WI, USA gegriindete, konzernunab-
hangige Unternehmen stellt Produkte und Systemldsungen fiir die Gen-, Protein- und
Zellanalyse her. Mit diesen lassen sich komplexe biologische Systeme einfach erfor-
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schen. Kunden von Promega sind Forschungsinstitute und -zentren, Universitaten,
pharmazeutisch und biotechnologisch forschende Unternehmen, Dienstleistungslabors
und Behdrden. Sie setzen Promega-Produkte in der Grundlagenforschung, bei der Me-
dikamententwicklung, molekularen Diagnostik und Identifizierung des menschlichen
Erbguts ein. Promega-Produkte kdnnen weltweit tber 12 Vertriebsfilialen und tber 50
Distributoren bezogen bzw. Uber die Promega Website (www.promega.com) bestellt
werden.

Seit 1997 ist die Promega GmbH als Tochtergesellschaft der Promega Corp. in Mann-
heim prasent und ist mit mehr als 50 Mitarbeitern fir den Vertrieb der Produkte des
Promega-Konzerns in Deutschland, Osterreich und Osteuropa zustandig. Neben sei-
nem Servicezentrum verfigt der Mannheimer Standort Uber das europaische Gerate-
servicezentrum sowie Uber ein Auslieferungslager der US-amerikanischen Mutterge-
sellschaft, den Corp. EURO Hub, der fiir den Vertrieb der Produkte des Promega-
Konzerns in Europa zustandig ist. Mit dem jahrlichen Wettbewerb ,Hauptsache Biolo-
gie“ fir Journalisten und Wissenschaftler férdert Promega die Qualitat der Offentlich-
keitsinformation durch regionale Medien. (www.promega.com/de)




