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sunday:

Tuesday:

l{ednesday:

Thursday:

12-19h

Itonday: 9-1lh

registration in the course room

of the institute
distribution of rooms

reception in the foyer of the

Iecture hal I

V.Kachel r

LJ.0, Reuter:

R , Krat€l r

Fl ot,,r-Cytometr i c i ns trumentat'i on

practical work

I unch

practical work

F.0tto: Chromosomes

J,Ellwart: Cell Proliferation
practical work

I unch

pract ical work

H.Steen: Bacteria
6.Valet: Functional CelI Stains
practical work

I unch

practical work

G,valetr Clinical
G.valet/v.Kachel:
practical work

lunch
practical work

Flot,.l-CytonEtry

Automat ion

19h

u
11- 12h

12-14h

14-l8h

9-10h

10-11h

11-12h

12-14h

14*18h

9-10h

10- 11h

11-12h

12-14h

14-18h

9-i0h
10-1 th
1t -12h

12-14h

Ur-18h

F
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19h buffet in the foyer of the lecture
hal I

Fridav: 9-12n practical work

72-ßn lunch

departure

Breakfast and lunch are taken in the cafeteria of the
institute. The price is included in the tuition fee, rr

Food for dinner can be bought during the afternoon in the
cafeteria because cafeteria, T.he cafeteria closes, however,F
at 15h. ThereaFter, food and beverages are available to a

'. limited extent throush coin distributors.t
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ERNST LEITZ, VJCTZIAT

PAESEL, Frankfurt

sei an dieser StelIe vielmals gedankt.
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Prof. Dr . G. Valet
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J. El lwart (BUDHEE. DOf,)
nbt. f. Experirnentelle Hlinratologie der GSF, lvlr-inclrerr April. !gBE

BucJ Ft / H-EE -tr-ec F1r,'.l i k

BUd R-St arnm I ösung Fl tlOOx) I
EUdR(5-brorvro-?'-deoxyr,rr"idine, SigrvraEtSOOt) 1,Ct mq/*l
+ CdR (2'*deoxycyt idine, Sigßra DiB97) O,8 nrgln,l
+ FUcIR(5-fluoro-2'-cleoxyuridine, SiB'ha FO5CI3) (t,8 nrglrvrl
in Bidegt. Stenil filtrieren und in 1flrI portionen dLrnkel bei
-18 C ar-rf ber{ähFen.

BUd R- I nk ubat i on :
FLir EUdR-EinbaLr getestetes Se rr"r,v, iflr ltlEdi utyr verwenden. Zel ldichte
ca. 50{t OC}o/m1. Eventuel le Zel. lklr-lryrpen dur.c}r sanftes §chlitteln
aLrf I ösen, I ,rr l BUdR-Star*rvrI äsung A f ri!3cl] ar-rftauen Lrnd i.yr Verlr§1t-
niE 1r1CrO zr-tr ZelLeuspeneion gebEri (die EndkonrEnt rat i.orl vo'i
BUdR, CdR uncl FLIdR ist äqlrirrrolar 3O ulvl) ohne debei die HaehstLrmstre-.
dingungen zr.r verändern, z, B. durch Tefllpe rÄt u rschwänk u|l6efi. Bei
lHngeren Inkubationsreiten die Zel lkr"rIturf lagchEn leiclrt bewegen.
Näch frühEsteHs 2 biE spätestens 36 h die FUEIR*Ilrkubatiorr cjrrrck
Abki"ihlung der Zel lsuspeH5io}l ryrit Eiswe5sHr stopperi. Nie bei sEhr
he1 lerr Licht oder Nrionl iclrt arbeiten I

Farbst of f stem,nl äsungen ( ,.OOx ) !
H(Hoechst 33258, Riedel-dE Haen 33217) 50 ug/rrl Ethanol abs.
EE(ethidiu'yr broiy,ide, Serva ?1238) I üE/rrrl Ethänol äbs,

ZeI l präpa rät i on:
Zä11erl 1x in eiskaltE'yr pBS wäEchen. DBnactl 1(l' 1äI1E ,yrit cä. SOOxg
bEi 4 C äbzent rif trqiEre}1, Folqertde e j.skä1te Lösnngen t"tntEr Schüt-
tel!'i nacheinander auf das Pellet qeben! ?rrl PBs, 4 thl 7 Ct/. Etl'ranol
+ 3C,:r pES [thd 6 Jyrl EthaFo]. abs. u]1d danach bei o tr 3(,' länq fixie-
ren lagsetr. Die probe kän|r in t(tihlschränk nreltrere l,,lochen und bei
*18 C monatel,ang aufbewährt werden, Vot' der Mes*ung mit cä. 5clüx§
abzerrtrifrrgieren und in färbloserr! physioloqischerrr Prlffer (2. B.
PB§) aufrrehr,en, Färbstof fstarrrrvrl"ösuirlerl iflr VenhäLtrli,s 1! lCl() hinru-
geben r:nd ryri)ldestEns 3(t' lang bei Ra[rrnteflrpEpatur färbett lagsetr.

Du rehf I uß zyt ornet e r !
nnreqLrHg H+EE: UV (33(t-4OO n,y, &Lrecksi lberdarvrpf lary,pe oder
Hrgorr-Laser), Errission H: blau (430-5{}() ndr), Ertitssion EBr rot
{ ) 550 nrvr) . 2-paranret rige FluoreszezvertEi } r:ngen (blau, rot ) werdetr
aufqEsei ehnet.

Augwertung det DNS-Vertei lur.rgetr:
Die b1äLrE H-Flr-roreszerr einer ZEI1e ist propotional ihrer Tlrydri-
dinly,Enge, die nisht dr-rrclr BUdE erset:t wurde, die rote EB*FLltores*
renE ihreryr DNS-Eeha1t. §o11ten die Ttrynridinäch6* trtrd die DNS-Achse
t1itrht parä11el alr derr gemessenen Fluones:enu ächEer} sEi!1, wäs äLtE
den FLr-roreszenzverteilungen »ach ra. 14 h BUdR-InkubÄti6n äu erse..
hen ist, firlrß zur ,*r1 i xlrrr:ng der DNS-§ynt hese rät e ein l(orrEkturfäl<'-
tor ans der zn qBri geu EB-F L r-r o reszenz der gEteilten Zeiien ern,it-
telt werclen (Henn EliE Paral l.el ität rrirht durch Änderlrng der Farh-
stoffkonzent rat ioHeri oder dp)" Fi ltFraLlsr.rahl herge<te11t !,,ird). Die
absolute DNS-Synt hese r'ät e i!t der S-Phase ert'eehnet sich äL(s ciet'
EbHeichuhE der S-Plrase Zei len von deF U rsp runqsge radpll durch E(:}G1.
Dte An:alrl der Zellipi lr"rnqen nach t4enigEn h Inkr.lbati.or'srpit Hird
äLls deffr Ver€chwinden def ursprlinql icherl GlFl- r-rrrd §-Plrase Zel len
erretrhnet. Naeh ei|1Er InkLlbät io,lszeit von rrngefätrr der Daner cler
Zellzykluszeit wind die Zel ltEi lung*zahI ar.tg der Anzahl cier Zellell
ßrit klein(3rer H-Fitroreszenz aLs dEr Feak der urspFliHgl ichen
G(rG1-ZE11en efly,ittelt. Die Ze11en, die nach einer 1ätlqeren Inkubä-
tiorrsEeit ä1s d6r Zellzykluezeit i ryr r"rrsprlinglichen GüG1-Feak :u-
l.Lickbleiben, Eind die hichtp16lifErierenden 2e1len.
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in G081, bish€r keine DN§-Synthese
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ZE,l ltei 1ung nach J.

in 5, bEi EUdR-ZuBtsbe in S
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Etucl F!./H-EB -I-ee l'r''1 i k

eä. 1 Tag Inkubat iotltzeit

IPE]F6.1,4 H :.s trg// * :*o ng/y' ELLI,'ART 1385

1 in GOEI, bi5hän keine DNS-SyHthe§e

3 itl Ezm, keire DNs-§ynthese, ungetei lt

3 in Gilrl, bei EIJdR-Zr.rsäbE in §, Lrngetei Lt

4 irl §, bei BUdR-Zr.rgabe in GOGI oder G?ltl ( I oder 2)

5 in GOEI, bei FUdR-ZLtgabe in S, vor dPr Tei lutlg ilr 3

E in GZM, bei EUdR-Z'rgäbe in GOE1 oder EZIYI ( 1 cder 2),
einB vo1le Ei-Phase (4) durclrlanfen

7 in 6(tG1, bei BLJdR-ZnEabe in GCrGl oder EZM ( 1 oder 2),
eille vol le S-Phase (4) d|lrch]"aL{fen"
vor der Tei l$t1g irl 6

exp, EEI-Fcells, 24hrs BUdR' f ixed in 70'4 üü1, in HBS r,rith H33258 + EB
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I}]\ls-§yr,rt l-rE6E r-ät e

rYrit d ErY. BLJd lt-Flrrt i [< ai r- pe r

( FINT I BU. DOE )

Apri 1 1385

BUd R-St am.ül ösut.lg B (lOOx) r
EUd R (5-bromo-2'-deoxyuridine, S i q,rra
+ CdR(?'-deoxycytidine, S i grra D3897)
ii1 Bidest. §tEri] filtriere}l u}ld iir
-18 C aufbewäh ren.

FUdR-Stam.rrl ösurlg B ( 1OÖx) E

FUdR (5-f1no no-3" -deoxylrridirte? gig.rra
in Bidest" Steril filtrieren Lrnd in
ä uf be$räh ren.

BSt)(,z) 1, O ,Y,g/rYrl
O, B wrg /ml

1 rrl PortiBnen dunkel bei

F05{13) Q,8 ttq/ml
I rüI Po rt i onefi bei -18 C

BUdR-Inkubat ioYrr
Nu1' bei geciänrpf terr roteß Licht ärbeiten! FLir EIUdR-Einbau gete*te*
tes Benunr i,r, lYiedind! vervJEnden. Zelldiclrte go vo raugbe rechnen, dafc
Eie brährEnd dEr IlikLlbätion6zeit ca. 5OC, CrCtCr/ml beträqt, Everrtuelle
Zellklr.rr*pen durch leichtes Schütteln auflöeen. FriEch aufgetaute
FUd R-St arrar 1ösung B iryr VErhelttris 1 :1Ö() zr"rr Zel lsuspension geben
ohne dabei die l,JÄchsf, urrrEbed i ng urlgen der Zel ]en zu störEH. Die
IBkubätionen ärr beBtelr in der HärftekäbiHE oder iM lJasserbad durrh-
fuhrerl, da Tenrpe rat u rände rurgen vofi eiriqen Zehntel Grad die
DN$-§ynthese bepinf llrs§eil kainne!1. 6' nach FUdR*Zugabe friseh alrf-
Qetäute EUd R-§t arvrrv' I ösu rrg B in VerhHltnit 1:1C)Cl hinzuEeben. DiE
EndkorirFrlt l'ät i onEfi von BUdR, CdR und FUdR bet rageil jeHei ls 30 t-tlt.
l,(ulturf laschen !0' inr Bclrüt t e ] waege rbaci oden ar-rf eirenr TäLt'vrelgErät
illkubier6n. lnkLrbat io|'!Fstop durch f,bkLihlLrylB i rtr Eiswarrserbad.

Ze I I präpa rät i 6n !
1 OCrCr ()ClO ZEllen in 5 'BI PBS wasehen (Zent rLf Lrgat ion! 1ü', 5OOxg,
4 6). NaeheiriäfldEr unter §chütte1n fclgende eiskalte Lösungen auf
das Fellet gebetr: 2 rv,l PBS, 4 trtl 7 Ct'l EIOH + 3O7. pBS, 6 lv,l EIOH
äbs. r-rnd i rr, Dlrnkeln 30' in Eigwasser fixieren. Abzenirif ueierEl'l.
1n 5 rrrl 4N HCI aufnehffien und 3O' bei RT inr D[tr]keln inkLtbiere]1. It1
PBS waschen, dänri i}r 2 fl,l FBS fiit 0,57 Tweeh ?O (§iF,tra P1379) und
,$ib 0,5x Ri)lderserufl, waEehEn, Ebzent rif LlgiEren nnd zunr PeLlet 1ct
ul BUdR-entikörpEr (Beeton Dickinson 758Ö) geben und L h inr Durr-
keln bei RT inkubieretr. In PE§ wasehen, däEn il1 2 'Yrl FES 'Y'it Ö, E *
TNeen 2ö und ,vrit 1./( neuträlEryr ZiEqensertt* r,raschen. Qbzent rif ugie-
ren Lrnd zurrr PeL let 2{t ul FITC (f lrrorescpin i6othiocyaBate) -rrarkier*
tefl ZiFge-ärti-MaLrE Atlt ikörper (Tago 625O) geben unC bei RT 3{l'
iHkubiern. §11 die5er 5te1le können die Zellen naeh 2x l.Jaschen nrit
pBS in eiskalter O,6E * NaCl-Lüerlng ftit 1? 5 '/ Faraf ortrraldehyd und
0, ()E I NÄt rit-(ry,af,id f ixiert und mehrere Hoehen im dtrnklen Kül'tl-
sehratrk anfbewalrrt werderl. Unfixierte oder fixierte Zeilen 2x
l,üesclien irl pBS, 1n l rrl pBS Mit 5 r.tg PI (propidilttvr iodidE. Sig,Yra
p5:64) ar.tfnehrrrer r-rnd 1h irvr Dunkeln bei RT inkubieren.

Flußzytometer:
Atrregung FiTC+FI ! b1äu (2. B. 488 l1n'-Linie des ArgoH-La!5erE),
E!'rri§Eioi1 FITE: qrlitr (519-E55 n/yr), Enris€ion FI: rot ()62Cr nrrr).

ßuswertung deF DNS-Vertei I ut,rgenl
Die rote PI-FIuareszEnz einer Zelle iEt proportioiläL rLl ihreür
DNS-Gehalt, die qrüne FITE-Flr"roresxenz ist eiil Maß f Lir ihre ei.llge*
bar-rta BUdR-lrlF)1qe. Die rBlat: ive DNS-§yIrt heBe rat e i11 dFr 5-Phase
ei.rBchnet sicil äus der §bweichung der S-Fhase Zellen von det' ßera*
der, drt eh derr GOGI- und der, Glltl-Peah,



,1. *l lwark
Aht. f . Experiirrenbel le l+;{rY'ätologie dBr GSF, lv'ltinchetr

I] Il".{ {!i - S y' r" t: ['i 
'E:Et 

1= {=:r 1- äer't: €r

rvr i- 'l] cJ *= nrr 1:r [-l cJ Ft -" F{ r--l JE n l"( ,ii }- l:r Er t-

( §1UFII RB. DOE)
Apri I lgg5

1Ftr4.1

REH-CELLS, E\f . GFOL]INGi

ND:LA WIL AB :15 tl-
FLIDR, O I,16/L; BUDR, EO';

ELLlilffiT 13Ss

ANTI-BUDR, FITC DIR.+INDIR.; FI

t
*
5

.P

o
5
F

!
t-
(;

5
u-]

.tttl I l.t-t

: :.r :
.: il !*rx: tl t tl : r x * r r : a. = r tr.

r! rr ir: r:3 i:ltlt ::r::
o:l ::lj H r i ll::: i :: t,tt ).t r.
:ll ill xll ll ! x:: !:. r.: r:. r
ll ll r ll ::: ll: r r rHll

i?:rx*:r::r.i!lt ult i ! 7lt:lt ,flll .:r i::/:',
t.i;,E4,:::: !::::Ill : rlt:i!iI :lt rrl

, :::: ll ll r /:ll r:llll .: r.::= x:.3
x i. xtall .=:!ii:: xllll 

"r:.!!rlt 
r. r . r;

,, .:r::r:!:llrll lt iIErrir,*: ::
r 

= 
. :: 

= 
a,= ll r l tl t . /ll l,r,:::tl B! r !i:. /,::

/:::ll :. [l:: rll r r r.:r : I r I, r r /:
/,,::rTf irr !x:r::,{r://

/ rll r !: ll': ll , r x: r / r:: ll: rr rll :., !ll Il ::: / r
:i: lr lli ::1 !:r!,:.ull :ll r/:ll / ::rr[:::r:n/:r

/:fl 
=:ll: 

rlrlti_=:t.,,t.
t . 

= 
rlill t: , . t. !

"/ll:r!..llitlll ll / /
:rrlt.r:ll ! :

t/i\ ,:[::.::=: /

[4r':,1lli::;):- :
//rfrHn:llllir t!

/ ll!:i:Exll ll /.,
r:.!ifl:r.lt : ,

r: :,,lt :!llit: \tt t, t.,r: :i:l:::l:::ll i ,/ r,:
, : i: 

==:l=r::!1.- 
r, t.,

:: (:llll ! i!ll :.ll::lt:: r

/,i.atr t , tt
., , , . ,|,

r ::.r,,1, ttltttrt.tt
il t://:: i: rll x r::::ll ll ll ll: {

: /:.-: r :: : : !l ,l 
= 

: :! :: I !
:::, /. r3=E)a:=$ll , x: r / ! Iti !:

t ,..211 ll ll :ll .::-IrIrLaH= t r J.: rf,)!*z-i:
::: ll:rllll r,:ll r::
rllll :lltl:l:x: i:: llll
: !$Iltltl=: lt nII X=

iU3:. r/
a=!.r!t.t
:::: r ; /,

i::rr r

r{:=:
i rll:3

n::
:.:

{röle Pr- Tltnraor?e,.,t 
-7

I

7

?

4

Ge rad e

6ClE 1

G?F1

s

Flrrf ang !3

d u rcir EC)m1 n}ld $IlYl



J. Ellwart
Abt. f. ExFeriftentel le Härratologie der GSF, lv'lünchen

LiterätLrr zu!

(L]TBUD, DOC)
Apri I 1985

Flußzytomet riBehe ze1 lkinet tsche UnterguchungGlrt
.rri t Hilfe von BUdR-Einbau

Beck Hp! proliferätion kinetics of pertubBd c€ll popLrlätions
deter,yrined by the Erdu-33258 technique! Rädio toxic effectg of
ihcorporäted (HJ) thyry'idii1e. Cytornet ry 2:17O, 1981

Böhryrer R-lt1: Flord cytorvretric cell cycle analy5is using guentrhit1g of
33?58 Hoechst fl.uoneseence by ErdU incorporatiön. Cell Tigslte Ki-
net l2:1ö1, leTg

Bijhrrrer R-M, E]lt4Ärt J: Cel1 eycle äl1ä1y5is by eoryrbinillg the s-bro-
rüode6xyurid ine/33238 Hoech5t tEchfl ique wit h DNF-speci f ic et hid i urvr

trrorride Etaining. Cytonretry 2r31, 19Af

Böhmer R-lvl, Ellwart Jr Cortrbillatiolr of EUdR-quEnched Hoechst fltto-'
reEcence 14ith DNn-specific ethidiur' bromtde fluoreseence for eell
cyc1.e analysis with ä two-päraffet rical flow cytonreter, Cell Tigaue
Hinet 14:653, 1Sä 1

Dolbeare F, 6ratzner H§, Pallavicini lttG, Enay Jt^l: Flow cyto,tretric
ryreagu rerv,ent of total DNA content al1d incorporated brorvrodeoxyuridl-
ne. Proc NatL §cad §ci US§ 8(,:5573, 1983

Ellwart J, Böhrrer R-M, Dtirmer p: Rate of DNA EyntheEis deterrrined
by flow cytonretry uEinE the Brdurd/Hoech6t teehnique in combina*
tion with propidiuryr-iodide staining, Exp EelI Res 13!!111, tB§2

Ellwart J, §tLinkel l(, Eährvrer R-lr1! DiEtirlctior1 bEtHeen prolifera-
ting erld }-}ofiprEl iferätir1g ly'nFhoeytes after critogEnic or alIoQe-
neic stiryrulat ion by a new flout cytsM€t ric trethod. In! Experi'yreiltal
Henratology Today 198?, EäLlryr SJ, Ledney GD, Thierfelder § (ed. ), S
l{arger, Basel, 1962, p. B1-€7

Erataner HE: lYlorioclolral. antibsdy t6 5-brorro- afid 5-lododeoxyuri-
dine: A new reagert for detect ioH of DNß rep!icätion, SciEnce 218r
tt74., tBBz

Xubbies M, RäbiHovitch pS! Flck, eytoüetrir analysis of factors
Hhich influenc€ the B rdu rd-l-ioeehEt qLlErlching effect in cultiveted
hnnran f ibl'ob1ä6tE and lyrv,phoeytes. üytoaretry 31276, 1983

Latt SA, George Y§, Gray JH: Fl.ow cytonret ic änäi.yEis of BrdU
snhstituted ceLlr stsined 14itlr 33?3§ Ftoechst. J HiEtoehem Cytoehem
23.227., 1977

Mors*yn B, Hsr,r Slyl, Ninsella T, Gratzner H, Russo A, lvlitchell JB!
Bnorr,odeoxyuridine in turi6rE'änd cl.6 rosoües detected Hith ä
ry'o}]ocI6näl äfltibody. J Dlin Invest 72:1844, 1943

NLiEEe F'l: CeIl cycle kirleticE
äsyfltrhronoLts t Lrmo rs hrith DNP
BrdU-Hoechgt 33258 teehr}ique.

of i rrädiBted synchronoug and
dist ribut io)l enalysis arld
Eytomet ry 2.7C1, 1981



|lert r nsr ieder Durchf lu§cytometr ie-Kurs

Annex l:
Preparat ion and staining of chromosomes for f lor cytometry

Exponent ia I ly gro*ing cell culture in 250 nl f laek xith I0 mr ofmedium:
- add 0.5 nrl of Co lcellr id solution-
- incubate 5-6 hours at 37oC
- detach me taphase cells by shaking,
- incubate the cell suspeos ion f or 45 minutes on- centrifuge 10 m inutes at 100- 150 g,
- remove supe rnatant completely,
- resuspend cells in I ml of hypotonic staining sol- incubate 10 minutes at room temperature,
- add 25-50 pl of 10 Z so lut ion of Triton X-100,
- incubate for 10 minutes,
- syringe the cell suspension through a needle No.- check the chromosome suspens ion in a f luorescence
- add 1-4 ml of isotonic staining solution.

tce,

ut ion,

ZO,
microscope,

Colcemid solution: 100 rnl of distilled water
1 mg Co lcenrid (SERVA 1BZ3B)
sterilize by membran_f iltration, store coo

Hy po ton ic stai
buffer pH 7.5
r.late r

omide ( SERVA 2I238 )
A ( §ERVA 23803 )

ning solutio
10 ml o

90 ml o
0.3 9 H

1.0 m9
?.5 ns

n (EB+|1 ):
f T r i s -HC I

f d ist i I led
sCl. 6 u^0
Ethf d ium 6r
ll i t h r a my c i n

Isotonic sta in ing solution ( EB+|l ):
100 ml of Trrs-HCt buff er pH 7.5
0.3 s ilgCl^ 6 HZO
1.2 s NaCl'
1,0 m9 Ethidium bromide (SERVA ZIZSB)2.5 m9 l,l ithramycin A (SERVA 2SBO3)

has been proved for the Chinese hamster cell line

cu ltures modif ications might be necessary

Solution Triton X-100t
9 ml distilled water
I nl Triton X-100 (SERVA 37Z3Bt

This protocol
Bl4F28.
For othe r cell

For two-parameter measurements the sta in
contain the f ollowing f luorochromes per

0.3 n9 Hoechst 33258
?.4 ng Chronomyc in A3

ing solutions shoul
100 rnl:

( sERyA 15090)
( SERVA 17 14A )



Annex 2:
l{ethodE and reagents
for f low cytometry

used for chromosome preparation and sta ining

Sp indls poi6ons used f or accumulation

Co I c h i c in e HG
* Colcgmid HG
* Vinblaetine sulfate HG

Vincristine sullate hG

of cells in metaphase:

399 0.1 pnol/l
371 0.1-1.6'pnot/l
311 0,02-0 .5 pnol/l
323

Hypotonic solutione f or snelling of cells:
* KC I

* Tris-HCl buffer
Sod ium c itrate
Grotrth madium, diluted 1:4

with or without f I

J5 nnol/l
5-20 mmo l/ I

3,4 nnol/l

uorochrome.

Re age nts f or destab i li

* Triton X-100
Sapon in

* D i g i ton in
Bri3-58
Citric acid
Acet ic ac id
Ethano I

* Eisbenrim
Bisbenzim
Chronromyc
l{ithramyc

zation of cell

0.1-1.0 z
o .1-o .25 7

o,t I
0.2 7

.> .l

f,u /.
zat

menbranes:

ch romos ome d ispers ion:

(?0-27 gauge) (Nr. 18-20)

Me thods of menrbrane d isrupt ion and

* Passing through a narrow needle
Vortex nixer
Homogen izers ( var ious types )

Ce ll d isrupt ion bomb
Ultra sound

Fluorochromes f or staining of chromosoma

* 4' ,6-D i am id ino-2-pheny lindo le (DAPI )

4' ,6-8 i s(?'- i m i d a z o I i n y I - 4 H , 5 H ) -
2-pheny I indo le (DIPI )

de (Hoechsi 33258 )

de (Hoechst 33342 )

n 43 (C43)
n ( I,1 )

* Ethidium bromide (EB)
* Prop id ium iodide (Pl)

Comb ination: Ethidium br om ide+M i th ramyc in ( EB+M )

I DNA:

l'lG: 350

HG: 403
HG: 588
t''lG : 616
l.lG: I 183
HG: 1085
HG: 394
HG: 668

5-100 pno ll I

5 pno I / I

3.4-S pmol/l
5- 10 pmo l/l
3-70 pnol/l

11-25 ymol/l
6-250 pmo ll I

15-75 pnol/l
Z5+?5 pnol/l

For two-p arame te r measurement:

Hoechst 33258 + Chromomyc in A3
DAPI + Ch romomyc in A3

1.3-1 pmol/l +
1.6 pmol/l

3-ZQ pnol / I

+ 20 r-rmo l/ I



Annex 3:
Reference6: Preperat ion, staining and f lou cytometr ic measurenent

of chromosomes !
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Flow Cytometric Measurement of Glutathione
ceII6 by o-Phtha ldia ldehyde (OPT) Staining

(csH) in vita ]

J. Treumer, G. VaIet
Max-Planck-Institut f. Biochemie, D-8033 Martinsried, FRG

Oxidative and reductive processes are of importance for a
baLanced celIular metabolism. GSH is one of the major compo-
nents of the cellular redox-bu f fe r i ng-capac ity. A n er/', method
using OPT was developed which permits the meaaurement of GSH
in vital cells by FcM.

OPT forns highly fluorescent adducts with csH . Biochemi-
cal analysis of OPT-Stained (ImM) cell lysates by molecular
sieve chromatography strows fluorescence both linked to
high-molecular protein and Low-molecular GSH-containing
fractionsr csll-fluorescence was quantitatively aboliehed in
the presence of 2 mM HgCI2 which blocks the free SH-groups
of GSH. Protein-fluorescence was significantely 1es6 affec-
ted. GSH-OPT- fI uorescen ce had a peak intensity at higher wa-
velength (420 nn) than prot e i n-oPT- fI uorescence (4OB nm).
This permitted spectral separation of GSH-OPT and pro-
tein-OP? fluorescence in the flow-cytometer. ltre specifity
of the OPT stain was further tested by deptetion (N-ethylma-
Ieimide), oxidation (diamide, peroxides) or elevation
(cysteamine) of intracellular GSH. fhe oPT-GSH fluorescence
analysed by flor,, cytometry lras in accordance to data ob-
tained by cell homogenization and a atandard colorimetric
GSH aseay (I).

Staining by oPT was more GSH-specific than other
thiol-reactive reagents e.g. monobromobimane . OPT in addi-
tion had several other advantages as no intrinsic fluores*
cence, high fluorescence of the OPT-GSH reaction product,
stability and low cellular toxicity. Flow cytometric ana-
Iysis of cellular GSH is of interest e.g. for the screening
of the metabolic state of tumor ceLls and metastases prior
and during treatment but also for the general study of the
redox-state regulation in vital cetls.
(t) Tietze F., Anal,ytical Biochemistry 27: 502-522, L969
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