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4  EINLEITUNG

Zellbasierte und biochemische Assay-Formate

Promega bietet ein umfassendes Portfolio fiir die Analyse kom-
plexer zellularer und biochemischer Prozesse. Die zellbasierten
und biochemischen Assays werden in der Grundlagen- und an-
gewandten Forschung sowie bei der Identifizierung und
Charakterisierung von Wirkstoffen in der pharmazeutischen
Industrie eingesetzt. Neben den bereits etablierten Assays fiir
die Untersuchung von Zellviabilitat, Zytotoxizitat und Apop-
tose gibt es neue Assays fiir die Analyse von GPCR-Signalwegen
oder epigenetischen Veranderungen. Damit konnen Forscher
analysieren, wie Zellen auf Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Hormone, Mitogene, Strahlung, Effektoren, und andere Signal-
molekile reagieren. Bei der Entwicklung neuer Medikamente
sind diese Assays unverzichtbar, um Wirkstoffmolekiile auf ihre
Toxizitat und Wirksamkeit zu untersuchen, bevor in Tierver-
suche oder klinische Studien investiert wird.

Add-Mix-Measure — das einfache Assay-Format

Durch das Add-Mix-Measure-Format sind die zellbasierten und
biochemischen Assays besonders einfach anzuwenden. Die
meisten Assays sind homogen und kénnen ohne Wasch- und
Zentrifugationsschritte direkt zu den Zellen gegeben werden.
Dadurch sind potenzielle Fehlerquellen minimiert. Zudem lasst
sich dieses Format leicht automatisieren.

GloMax™ 96
Microplate
Luminometer

Reaktion der Firefly Luciferase
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Multiplexing: Mehr Ergebnisse durch Kombination
verschiedener Assays

Flr Wissenschaftler ist es oftmals hilfreich, mehrere Daten aus
einer Probe zu gewinnen. Daher ist die Eignung eines Assays fiir
das Multiplexing — der Analyse von mehr als einem Parameter
in einer einzigen Probe — vorteilhaft. So kann ein Forscher zum
Beispiel zunachst einen Fluoreszenz-Assay verwenden, um
Zytotoxizitat oder Zellviabilitat zu messen. Anschlieend kann
er einen lumineszenten Caspase-Assay oder Reportergen-Assay
mit derselben Probe durchfiihren. Multiplexing spart Zeit,
Probenmaterial, Zellkulturreagenzien, und seltene oder teure
Testsubstanzen. Zudem wird die Qualitat der Daten erhoht und
die Interpretation der Messergebnisse erleichtert.

Assays mit hochster Sensitivitat

Die meisten Assays von Promega basieren auf Lumineszenz
oder Fluoreszenz. Insbesondere beim Multiplexen werden diese
beiden Assay-Typen miteinander kombiniert, um moglichst
viele Informationen aus einer Probe zu erhalten. Die fluores-
zenten Assays basieren auf profluoreszenten Farbstoffen, die
mit Erkennungssequenzen fiir bestimmte Enzyme bzw. Enzym-
klassen verknlipft wurden. Abhdngig von der Aktivitat der ent-
sprechenden Enzyme wird der fluoreszente Farbstoff freige-
setzt. Die lumineszenten Assays hingegen basieren auf der
Luciferase-Reaktion des Leuchtkafers Photinus pyralis. Dabei
[asst sich die Luciferase-Reaktion auf duRerst vielfaltige Weise
einsetzen, um eine Vielzahl zelluldrer Prozesse mit sehr hoher
Sensitivitat zu detektieren. Die lumineszenten Assays lassen
sich in drei Assaygrundtypen unterteilen:

«Typl:  Messung der Luciferase-Expression
«Typll: Messung des ATP-Gehalts
« Typ Ill: Messung der Luciferin-Freisetzung

A S N__O
T
N/ S +AMP + PP, +CO, + LicHT

Oxyluciferin



Typl:

Messung der Luciferase-Expression

Die Messung der Luciferase-Expression
liegt allen Reportergen-Assays oder GPCR-
Assays zugrunde. Die Menge der Luciferase
ist der limitierende Faktor. Er hangt von der
Expressionsstarke im jeweiligen Expres-
sionssystem ab. Das Assay-Reagenz enthalt
einen Uberschuss an Luciferin und ATP.

Typ ll:

Messung des ATP-Gehalts

In ATP-abhangigen Assays wird der ATP-Ge-
halt in einer Probe gemessen. ATP ist hier
der limitierende Faktor. Er wird indirekt
uber die Luciferase-Reaktion bestimmt.
Dieses Prinzip wird u.a. bei der Bestim-
mung der Zellviabilitdt und bei der Mes-
sung von Kinaseaktivitaten eingesetzt. Das
Assay-Reagenz enthilt einen Uberschuss
der Ultra-Glo™ Luciferase und Luciferin.

Typ lll:
Messung der Luciferin-Freisetzung

Die Luciferin-generierenden Assays ent-
halten ein Pro-Luciferin mit Enzym-Erken-
nungssequenzen, wie beispielsweise das
DEVD-Tetrapeptid fiir die Bestimmung der
Caspase-3/7 Aktivitat. Erst nachdem das
Substrat freigesetzt wird, entsteht das Lu-
mineszenzsignal durch das entsprechende
Enzym. Das Assay-Reagenz enthalt modifi-
ziertes Luciferin und einen Uberschuss der
Ultra-Glo™ Luciferase und ATP.

Drei Assay-Grundtypen basierend auf der Luciferase-Reaktion:
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6 ZELLVIABILITAT, ZYTOTOXIZITAT, APOPTOSE UND ENTZUNDUNGSREAKTIONEN

(]

Il Zellviabilitat, Zytotoxizitat, Apoptose

und Entziindungsreaktionen

Die Erforschung und Bestimmung von Zellviabilitat, Zytoto-
xizitat, Apoptose und Entziindungsreaktionen zahlt in vielen
Bereichen der Biowissenschaften zu den wichtigsten Metho-
den. Zellbasierte Assays finden daher heutzutage routinema-
RBig ihren Einsatz bei der Entwicklung neuer Therapeutika und
Identifizierung von potenziellen Wirkstoffkandidaten.

ApPOLIVE-GLO™

CasPASE-3/7 CELLTITER-GLO®-AssAY

Mittlerweile gibt es eine Reihe verschiedener zellbasierter
Assays fiir den Nachweis von Zellviabilitat, Zytotoxizitat, Apop-
tose und Entziindungsreaktionen. Dabei werden sowohl meta-
bolische als auch nichtmetabolische Marker verwendet. Die
Kombination verschiedener Assays (Multiplexing) ermoglicht
die Analyse von mehr als einem Parameter in einer Probe. Da-
durch wird die Interpretation der Daten erleichtert und erlaubt
beispielsweise die Unterscheidung zwischen Nekrose und
Apoptose.

CAsPASE-GLO® 9 AssAY ONE-GLO™+ToX

REPORTER LUCIFERASE

Live-CELL PROTEASE Live-CELL PROTEASE
CAsPASE-GLO® 8 AssAy
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ZELLVIABILITAT, ZYTOTOXIZITAT, APOPTOSE UND ENTZUNDUNGSREAKTIONEN

Zellbasierte Assays auf einen Blick fur Zellviabilitat, Zytotoxizitat,

Apoptose und Entziindungsreaktionen

7

Dead-Cell-Protease + ATP;
(CrabTree Effekt, Galactose
Medium)

RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Redoxpotential 30 min < 100 Zellen/Well 96/384/1536 Luminometer
Assay im 96-Well Format
CellTiter-Glo® Assay ATP 10 min 10 lebende Zellen 96/384/1536 Luminometer/CCD
CellTiter-Glo® 2.0 Assay ATP 10 min 15 lebende Zellen 96/384/1536 Luminometer
(384-well)
CellTiter-Glo® 3D Assay ATP 30 min ND Alle géngigen 3D- Luminometer
Zellkultur Formate
CellTiter-Fluor™ Assay Live-Cell-Protease 0,5-3h 40 lebende Zellen 96/384/1536 Fluorometer,
AFC 400,,/505,
CellTiter-Blue® Assay Resazurin Reduktion durch 1-4h 400 lebende Zellen 96/384/1536 Fluorometer,
Reduktionsaquivalente Resorufin 5604,/590x,,
CellTiter 96® AQ,.... One Solution Assay MTS Reduktion durch 1-4h 1000 lebende Zellen 96/384 Spektrophotometer
Reduktionsdquivalente Abs 490nm
BacTiter-Glo™ Assay ATP 5 min 10 lebende Bakterien 96/384 Luminometer
CellTox™ Green Assay DNA 15 min ND 96/384/1536 Fluorometer,
(485-500,,/520-530,,)
CytoTox-Glo™ Assay Dead-Cell-Protease 15 min 10 tote Zellen 96/384/1536 Luminometer
Freisetzung
CytoTox-Fluor™ Assay Dead-Cell-Protease 0,5-3h 10 tote Zellen 96/384 Fluorometer,
Freisetzung R110 485,/520x,
CytoTox-ONE™ Assay LDH-Freisetzung 10 min 200 tote Zellen 96/384 Fluorometer,
Resorufin 5604,/590¢,,
Viral ToxGlo™ Assay ATP 10 min 15 lebende Zellen 96/384/1536 Luminometer
(384-well)
Caspase-Glo® 3/7 Assay Caspase-3/7-Aktivitat 0,5h 100 apoptotische Zellen 96/384/1536 Luminometer
Apo-ONE® Caspase 3/7 Assay Caspase-3/7-Aktivitat 1-18h 625 apoptotische Zellen 96/384/1536 Fluorometer,
R110 499,/521,
Caspase-Glo® 8 Assay Caspase-8-Aktivitat 0,5h ~1000 apoptotische 96 Luminometer
Zellen
Caspase-Glo® 9 Assay Caspase-9-Aktivitat 0,5h ~1500 apoptotische 96 Luminometer
Zellen
Caspase-Glo® 2 Assay Caspase-2-Aktivitat 0,5h Enzympraparation 96/384/1536 Luminometer
Caspase-Glo® 6 Assay Caspase-6-Aktivitat 0,5h Enzympraparation 96/384/1536 Luminometer
Caspase-Glo® 1 Assay Caspase-1-Aktivitat 1h ND 96/384 Luminometer
MultiTox-Glo Assay Viabilitat + Zytotoxizitat; 0,5h 40 lebende Zellen, 96/384/1536 Fluorometer,
Live- + Dead-Cell-Protease 10 tote Zellen AFC 400,,/505,,,
Luminometer
MultiTox-Fluor Assay Viabilitat + Zytotoxizitat; 0,5-3h 40 lebende Zellen, 96/384/1536 Fluorometer,
Live- + Dead-Cell-Protease 10 tote Zellen AFC 400,/505,,
R110 485,/520,
Apolive-Glo™ Multiplex Assay Viabilitat + Apoptose; 1-3h ~ 40 lebende Zellen, 96/384 Fluorometer,
Live-Cell-Protease 100 apoptotische Zellen AFC 400,,/505,,
+ Caspase-3/7 Luminometer
ApoTox-Glo™ Triplex Assay Viabilitat, Zytotoxizitat + 1-3h ~ 40 lebende Zellen, 96/384 Fluorometer,
Apoptose 100 apoptotische Zellen AFC 400,,/505,
Live- + Dead-Cell-Protease + R110 485.,/520x,
Caspase-3/7 Luminometer
One-Glo™+ Tox Assay Viabilitat + Reportergen- 0,6—3h ~40 lebende Zellen 96/384 Fluorometer,
expression; AFC 400,,/505,,
Live-Cell-Protease + Luminometer
Luciferase-Aktivitat
Mitochondrial ToxGlo™ Assay Mitochondriale Toxizitat; 0,6—3h ND 96/384 Fluorometer,

R110 485,/520,
Luminometer
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lla Zellviabilitat

Teilen und vermehren sich die Zellen in meiner Zellkultur oder
nicht? Das ist meist die erste Frage, die sich stellt, wenn Zellen
im Experiment Substanzen oder anderen Einfliissen ausgesetzt
sind. Die Antwort darauf kann durch die Messung verschiedener
Parameter gefunden werden. Eine bekannte Methode ist die
Messung von Reduktionsaquivalenten einer Zellkulturprobe.
Dieser Wert verhalt sich proportional zur Anzahl der lebenden
Zellen im Medium. Eine weitere Moglichkeit ist die Messung
des ATP-Gehalts in lebenden Zellen, der indirekt mittels der Luci-
ferase-Reaktion nachgewiesen werden kann. Die Verwendung
eines lumineszenten Biosensors ist eine neue Methode, die es
ermoglicht das Redoxpotential in der Zelle in Echtzeit liber einen
langen Zeitraum zu messen. Um zu unterscheiden, ob die Ab-

| ZELLVIABILITAT / PROLIFERATION

[ha]

nahme der Zellpopulation auf Apoptose oder Nekrose beruht,
empfehlen sich die Messung der Membranintegritdt und/ oder
der Nachweis der Caspase-Aktivitat.

RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay

CellTiter-Glo® 3D Viability Assay

CellTiter-96°® AQ,.... One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay

(N
& ' .
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é‘l/ o o Protein-Sensor:
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RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Langzeitmessungen von Zellviabilitit in Echtzeit, Zytotoxizitat, Lebende Zellen . ntrazelluire gy @ Protein-

. . . . . . Pro-Substrat ° i ) 8
Kinetische Messungen, Multiplexing mit anderen zellbasier- ¢ RedukiiRg 9 __o.) Nanoluc®

RK o Ve RV
ten Assays.
N— /
Assay-Beschreibung ’"%o L
ICHT

Der homogene RealTime-Glo™ Assay bietet eine biolumineszente m
Methode zur Bestimmung der Zellviabilitat durch die Messung [|: "
des Redoxpotentials in der Zelle. Der RealTime-Glo™ Assay ver-

. Protein-
Sensor:
7 Nanoluc®
wendet die NanoLuc™ Luciferase als lumineszenten Biosensor.

Die NanoLuc™ Luciferase ist ein kleiner, besonders sensitiver Re-
porter, die das reduzierte metabolische Zellviabilitatssubstrat

KEIN
LicHT

ATP-unabhangig umsetzt. Das gemessene Signal korreliert direkt Tote Zellen

mit der Anzahl lebender Zellen in einer Zellkultur zum Zeitpunkt
P Messung der Zellviabilitat mittels eines lumineszenten Protein-Sen-

der Messung. Der Assay ist weder toxisch, noch lytisch und eig- sors (NanoLuc™ Luciferase) und eines metabolischen Zellviabilitéts-
net sich daher besonders fiir kinetische Viabilititsstudien mit ILEE
einer Inkubationszeit bis zu 72 Stunden. Zytotoxizitat: CellTox™ Green

Assay-Prinzip

Der RealTime-Glo™ Assay enthalt ein zellgangiges Pro-Furima-
zin-Derivat, das sogenannte ,metabolische Zellviabilitatssub-
strat“ und die NanoLuc™ Luciferase. Nach Zugabe des Reagen-
zes zu den Zellen wird das Pro-Substrat in den Zellen zu
Furimazin reduziert und ins Medium abgegeben. Dort dient es
als Substrat fur die NanoLuc™ Luciferase, die als Sensor auflSer-

halb der Zelle agiert und ein stabiles Lumineszenzsignal gene-

Zeit (h) - 9.8

riert. Tote Zellen sind nicht in der Lage, das metabolische

T . 65
Zellviabilitatssubstrat zu reduzieren. Der Assay kann als a) End- 3
punktassay direkt zu den behandelten Zellen b) im Non-Step- 29
Format fiir kinetische Bestimmungen zur Wirkstofflésung oder 9

13
c) direkt bei der Aussaat hinzugegeben werden. 0.86
o057
38
Assay-Merkmale o
0.25
Assay-Typ  Lumineszent 017
Marker Redoxpotential @
Anwendung Messung von Zellviabilitat in Echtzeit,
Kinetische Messungen, Multiplexing
Zelltyp Zelllinien (adharent oder in Suspension)
Durchfiihrung Homogener Non-Step Assay Kinetische Bestimmung der Wirkung von Etoposid auf MCF7-Zellen
. . . durch Multiplexen von CellTox Green mit dem RealTime-Glo™ Assay.
Zeitbedarf Inkubation von 30 Minuten (nach Zugabe des Reagenzes) 500 MCF7-Zellen/Well wurden mit steigenden Konzentrationen an
Sensitivitit < 100 Zellen/Well im 96-Well-Format, < 10 Zellen/ Etoposid behandelt bei gleichzeitiger Zugabe des RealTime-Glo™
. Metabolic Cell Viability Reagenzes und CellTox™Green in das
Well im Low-Volume 384-Well-Format ZelleeFu,

Robust HTS-geeignet, 96—1536-Well-Format
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CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Proliferation; Zytotoxizitat.

Assay-Beschreibung

Der CellTiter-Glo® ist der sensitivste zellbasierte Assay fiir den
Nachweis der Zellviabilitat. Deshalb eignet er sich auch beson-
ders fiir Studien an Primarzellen. Die einfache und schnelle
Durchfiihrung sowie die Reproduzierbarkeit der Daten sind
herausragende Assay-Eigenschaften (Z‘-Faktor > 0,63 in 1536-
Well). Ebenso der duRerst breite lineare Messbereich von
10-50.000 Zellen.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der Messung des ATP-Gehalts in einer
ATP-abhangigen Luciferase-Reaktion. Der ATP-Gehalt ist ein
Maf fiir die metabolische Aktivitat von Zellen. Durch Umsatz
von Luciferin durch eine rekombinante Luciferase (Ultra-Glo™
Luciferase) entsteht Oxyluciferin und Licht. Das Lichtsignal
kann sowohl im Luminometer als auch mit Hilfe einer CCD-
Kamera gemessen werden und ist proportional zur Anzahl
lebender Zellen. Das Assay-Reagenz wird direkt zu den Zellen
gegeben und fiihrt zur Lyse der Zellen.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type; T,, > 5h)
Marker ATP
Anwendung Zellviabilitat, Proliferation, Zytotoxizitat
Zelltyp Zelllinien und Primarzellen

(adhédrent oder in Suspension)
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 10 Minuten
Sensitivitat 10 lebende Zellen (96-Well)
Lineraritat 10—-50.000 Zellen
Robust Hoher Z’-Faktor

LicHT

Oxyluciferin

) s, N_O
TS A

A A A

AA

0.
Ultra-Glo™ 2 A
T ATP Goooovcccccccccccsee A A A

Mg“

HO S N__ COOH
AT

Luciferin . o

<

 Messung des ATP-Gehalts
« Basiert auf einer ATP-abhangigen Luciferase-Reaktion
« Assay-Reagenz fiihrt zur Lyse der Zellen

Ausgezeichnete Linearitdt und Sensitivitat

" Lumineszenz (RLU)

10.000 20.000 30.000

40.000  50.000

Verdiinnungsreihe von Jurkat Zellen in 96-Well-Platten. Die Anzahl
lebender Zellen von 10 bis 50.000 Zellen pro Well ist direkt propor-

tional zum gemessenen Lumineszenz-Signal (R = 0.99).

[na]
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CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Proliferation; Zytotoxizitat.

Assay-Beschreibung

Der neu entwickelte Assay CellTiter-Glo® 2.0 zeichnet sich be-
sonders durch seine flexible Lagerungstemperatur und Einsetz-
barkeit aus. Das Reagenz kann bei 4°C fiir 4 Wochen mit einer
verbleibenden Enzymaktivitat von > 90% oder bei Raumtempe-
ratur fir 7 Tage mit weniger als 15% Aktivitatsverlust gelagert
werden, wodurch das Auftauen vor jeder Verwendung entfallt.
Ebenso fallt das Mischen von Puffer und Substrat weg, da der
Assay bereits als fertiges Reagenz geliefert wird. Der CellTiter-
Glo® 2.0 Assay eignet sich daher perfekt fiir Screens im regula-
ren oder Low-Volume 96-Well, 384-Well und 1536-Well Format
mit einer hohen Sensitivitat und einem hohen Z‘-Faktor.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der Messung des ATP-Gehalts in einer
ATP-abhangigen Luciferase-Reaktion. Der ATP-Gehalt ist ein
MafR fiir die metabolische Aktivitdt von Zellen. Das Assay-Rea-
genz wird direkt zu den Zellen gegeben und fihrt zur Lyse der
Zellen, wodurch Luciferin mit Hilfe der Ultra-Glo™ Luciferase
(rekombinante Luciferase) umgesetzt wird. Nach einer Inkuba-
tion von 10 Minuten kann ein stabiles Lumineszenzsignal mit
einer Halbwertszeit von > 3 Stunden gemessen werden, das pro-
portional zur Anzahl lebender Zellen ist.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type; T,, > 3 Stunden)
Marker ATP
Anwendung Zellviabilitat, Proliferation, Zytotoxizitat
Zelltyp Zelllinien und Primarzellen

(adhéarent oder in Suspension)
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

mit flexiblen Lagerungstemperaturen
Zeitbedarf 10 Minuten
Sensitivitat 15 lebende Zellen (384-Well)
Linearitat 15-50.000 Zellen
Robust Hoher Z’-Faktor: 0,81 im 384-Well Format

CellTiter-Glo® 2.0 und CellTiter-Glo® im Vergleich

Verbesserte Stabilitdt: < 20% Abnahme der Enzymaktivitat
bei folgenden Lagerbedingungen

22°C 4°C
CellTiter-Glo® 12 Stunden 3,5 Tage
CellTiter-Glo® 2.0 1 Woche 4 Monate

' Lumineszenz (RLU)

CellTiter-Glo® 2.0 Assay :
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay |

Aliquots der Reagenzien wurden bei unterschiedlichen Tempera-
turen gelagert und dann bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen
der Reagenzien und Zugabe von 2 pM ATP in Wasser (1:1) wurde die
Lumineszenz gemessen.* Die 4°C Daten wurden durch eine
Stabilitatsstudie bestatigt.

Ergebnisse mit verschiedenen Zelllinien und Medien

Lumineszenz Signalhalbwertszeit
Zelltyp | (RLU x 10°) (Stunden)
Medium CellTiter-Glo® | CellTiter-Glo® | CellTiter-Glo® | CellTiter-Glo®
Reagent 2.0 Reagent Reagent 2.0 Reagent
Memo, |MCF7 |4.06 6.40 7.30 4.81
DU145 | 8.42 12.45 7.00 5.13
McCoy’s |U20S |[5.98 9.27 7.14 5.07
5A
F12 CHO [5.86 8.76 6.97 4.99
RPMI HCT116 | 6.75 10.86 7.53 4.95
Jurkat |12.80 21.10 7.41 5.33
U397 |13.51 20.86 7.07 5.33
DMEM | HEK293|6.21 10.07 7.27 4.83
Hela |[5.80 9.01 7.02 4.88
HepG2 | 6.52 10.34 7.27 4.83

10.000 Zellen wurden ausgesat und 24 Stunden inkubiert, das Me-
dium 1:1 mit Reagenz gemischt und die Lumineszenz gemessen.

*100.000 Suspensionszellen
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CellTiter-Glo® 3D
Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Proliferation; Zytotoxizitdt in 3D-Mikrokulturen.

Assay-Beschreibung

Der CellTiter-Glo® 3D Viability Assay ist eine Weiterentwicklung
des CellTiter-Glo® Assays zur Bestimmung der Zellviabilitat
speziell in 3D-Kulturen. Dreidimensionale und hoch organisier-
te Mikrogewebe spiegeln die natirliche Umgebung von Zell-
und Gewebeverbanden besser wider als traditionelle Mono-
layer-Zellkulturen. Stoffwechselprozesse, Transportvorgdnge
und das Zusammenspiel von Signalnetzwerken kénnen erst in
ihrer organotypischen Mikroumgebung realistisch untersucht
werden. Der CellTiter-Glo® 3D ist ein biolumineszenter ATP-
Detektionsassay mit groRer lytischer Starke und vollstandiger
ATP-Freisetzung durch Optimierung von Reagenz und Protokoll.
Er besteht aus nur einem Reagenz und kann fiir eine Reihe von
3D-Zellkulturmodellen angewendet werden, wie ECM-unab-
hangige (z.B. Hanging-Drop), ECM-abhangige (z.B. Matrigel™)
und synthetische Gerlistsubstanzen (z.B. Alvetex™).

Assay-Prinzip

Das Assay-Prinzip entspricht dem des CellTiter-Glo®, wobei es
sich bei diesem Assay um ein Einkomponenten-Reagenz mit
einem verlangerten Lyseprotokoll handelt. Nach Zugabe des
Reagenzes und einer Inkubation von insgesamt 30 Minuten
lasst sich ein stabiles Lumineszenzsignal mit einer Halbwerts-
zeit von > 4 Stunden messen.

Assay-Merkmale
Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type; T, > 4 Stunden)
Marker ATP

Anwendung

Zellviabilitat, Proliferation,
Zytotoxizitat in 3D-Zellkulturen

3D-Zellkulturen Hanging-Drop-Mikrogewebe, Matrigel™,
Alvetex™, Kollagen-Matrix

Durchfilhrung  Homogen, 1-Schritt-Assay mit verbesserten
Lyseprotokoll
Zeitbedarf 30 Minuten

Anwendung des CellTiter-Glo® 3D Viability Assays
bei 3D-Mikrokulturen

GravityTRAP™ Platte, Hanging-Drop Verfahren:
Zellzahl (ausgesat) vs Lumineszenz und ATP-Recovery

a¥ | B CellTiter-Glo® 3D
@ Herkémmlicher Assay |

Lumineszenz (RLU x 10°)
N W A U1 OOy 0O

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, st
ATP (nM)
Zellzahl | Durchmesser (um) | CellTiter-Glo® 3D | Herkémmlicher Assay
6,000 716 1,327 290
2,250 533 1,079 262
1,125 468 799 206
563 355 539 134

HCT 116-Zellen (RPMI + 10% FBS) wurden mittels der Hanging Drop
Methode fiir 4 Tage zu einer Mikrokultur herangezogen (Gravity-
TRAP™ Platte, InSphero).

Vergleich des Signal/Hintergrundverhaltnisses
mit anderen Zellviabilitatsassays

HCT 116 Darmkrebszell-Spheroide

CellTiter-Glo® 3D Alamar Blue MTT

Menschliches Leber-Mikrogewebe

CellTiter-Glo® 3D  Alamar Blue MTT

Vergleich der Sensitivitat verschiedener Viabilitatsassays an 3D-
Mikrogewebe. 400 HCT 116 Darmkrebszellen wurden in 96-Well
GravityPlus™ Hanging-Drop-Platten (InSphero AG) ausgesat und fiir
4 Tage inkubiert. Die Zellviabilitat der Spheroide mit einem Durch-
messer von ~ 340 um wurde nach Herstellerangeben bestimmt. Der
Zeitbedarf zur Durchfiihrung der Assays lag fiir den CellTiter-Glo®
3D Assay bei 30 Minuten, fiir AlamarBlue® bei 3 Stunden und fiir
MTT Assays bei 8 Stunden. Dasselbe Protokoll wurde fiir menschli-
ches Leber-Mikrogewebe mit einem Durchmesser von ~ 200 pm
angewendet.

[ha]
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CellTiter 96® AQ,.... One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Proliferation; Zytotoxizitat.

Assay-Beschreibung

Der CellTiter 96® AQ,....One Solution Assay (MTS) beruht auf einer
colorimetrischen Methode zur Bestimmung der lebenden
Zellen und ist geeignet fir Zellviabilitats-, Proliferations- und
indirekt auch Zytotoxizitatsmessungen. Dieser 1-Schritt-Assay
hat gegeniiber MTT-Assays den Vorteil, dass das MTS-Forma-
zan-Produkt wasserldslich ist. Somit entfallen Extraktions-
schritte mit organischen Losungsmitteln. Im Gegensatz zu her-
kommlichen colorimetrischen Assays kann der MTS-Assay auch
fiir Blutlymphozyten verwendet werden. Desweiteren besitzt
das Assay-Reagenz eine erhohte Lagerungsstabilitat bei 4°C im
Vergleich zu herkdmmlichen Reagenzien.

Assay-Prinzip

Der Nachweis der Zellviabilitdt mittels MTS beruht auf der
Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTS zu wasserléslichem
Formazan durch stoffwechselaktive Zellen. Das Assay-Reagenz
enthalt zusatzlich ein Elektronen-Transfer-Reagenz (ETR), das
Phenazinethosulfat (PES). PES wird intrazelluldr durch Reduk-
tionsaquivalente wie z.B. NADH oder NADPH reduziert und
fiihrt auerhalb der Zelle zur Reduktion von MTS in das farb-
intensive Formazan. Die Absorption des Formazans bei 490 nm
kann ohne zusatzliche Behandlungsschritte direkt in der
96-Well-Platte gemessen werden. Der Readout ist direkt pro-
portional zur Anzahl lebender Zellen in Kultur.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Absorptionsassay (Abs 490 nm +/- 40nm)
Marker Reduktionsaquivalente
wie z.B. NADH/NADPH
Anwendung Zellviabilitat, Proliferation, Zytotoxizitat
Zelltyp Zelllinien, Pflanzen, Hefen,
Blutlymphozyten
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 1-4 Stunden
Sensitivitat 1000 lebende Zellen (96-Well)

NAD* NADH

ETR >-< ETR

reduziert
MTS &.A FORMAZAN

Umsatz von MTS zu Formazan
durch stoffwechselaktive Zellen

Vergleich zwischen MTT- und MTS-Assay

" Absorption (490 nm)

Zellen (x 103)/Well

Bestimmung der Zellviabilitdt von PBMCs (Periphdre mononukle-
are Blutzellen) in einer 96-Well-Platte mit MTT bzw. MTS. Der MTS-
Assay zeigt bei gleicher Zellzahl deutlich héhere Absorptionswerte
als der MTT-Assay.

Abkiirzungen:

MTS: 3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-Tetrazol
PES: Phenazinethosulfat

MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbrom

13
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CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Proliferation; Zytotoxizitat; Multiplexing.

Assay-Beschreibung

Der CellTiter-Blue® Assay ist ein fluoreszenter zellbasierter
Assay fiir die Bestimmung der Zellviabilitat, Proliferation und
Zytotoxizitat. Im Gegensatz zu vergleichbaren Assays ist das
Assay-Reagenz Resazurin hochrein und nicht toxisch fir die
Zellen, so dass flexible Inkubationszeiten moglich sind. Kombi-
nationen mit weiteren zellbasierten Assays konnen mit densel-
ben Zellen durchgefiihrt werden (z.B. Apo-ONE® Homogeneous
Caspase-3/7 Assay).

Assay-Prinzip

Der Nachweis der Zellviabilitat beruht auf dem blauen Indi-
kator-Farbstoff Resazurin, der intrazellular durch stoffwechsel-
aktive Zellen in das rosafarbene, fluoreszierende Resorufin um-
gesetzt wird. Das Assay-Reagenz wird direkt ins Medium gege-
ben. Die Bildung des Resorufins kann entweder im Fluorometer
(empfohlene Methode 560,/590,) oder im Spektrophotome-
ter (ELISA-Reader, 570 nm) detektiert werden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (560,/590.)
Marker Reduktionsdaquivalente wie z.B. NADH
Anwendung Zellviabilitat, Proliferation, Zytotoxizitat,
Multiplexing
Zelltyp Zelllinien (adharent oder in Suspension)
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 1-4 Stunden
(Inkubation bis zu 22 Stunden moglich)
Sensitivitat 400 lebende Zellen (96-Well)
Robust Hoher Z’-Faktor

NAD* NADH

Reduktionsreaktion

Resazurin Resorufin

(o) (0) O Na* O, (o) O Na*
Lo G
l
o) ¢

Umsatz von Resazurin in Resorufin
durch stoffwechselaktive Zellen

Flexible Inkubationszeiten

' Fluoreszenz (5606:/590

Zellen (x 103)/Well

i 4 Stunden
W 22 Stunden

Jurkat Zellen wurden in einer 96-Well-Platte ausgesat und liber
4 Stunden bzw. 22 Stunden mit dem CellTiter-Blue® Assay inku-
biert. Nach 4 Stunden liegt die Sensitivitat bei 400 Zellen/Well und
das Signal verhdlt sich liber den gesamten Messbereich linear zur
Zellzahl. Bei einer verlangerten Inkubation von 22 Stunden erhoht
sich die Nachweisgrenze auf etwa 50 Zellen/Well; allerdings ver-
hélt sich der Assay bei einer Zellzahl von tiber 12.500 Zellen/Well

nicht mehr linear.

[ha]
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CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zellviabilitat; Zytotoxizitat; Multiplexing mit anderen zell-
basierten Assays.

Assay-Beschreibung

Der CellTiter-Fluor™ Assay ist ein fluoreszenter zellbasierter
Assay fiir die Bestimmung der Zellviabilitat. Der Assay eignet
sich besonders fiir das Multiplexing, da die Zellen intakt blei-
ben. Der Assay wird haufig fiir die Normalisierung von Daten
eingesetzt, d.h. um Unterschiede zwischen einzelnen Wells und
Platten auszugleichen. AuBerdem eignet sich der CellTiter-
Fluor™ Assay sehr gut fiir die Automatisierung.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der Messung einer konservierten und
konstitutiven Protease-Aktivitat, der sogenannten Live-Cell-
Protease, die nur in lebenden Zellen aktiv ist. Die Aktivitatsmes-
sung erfolgt lber das pro-fluorogene, zellpermeable Peptid-
substrat Gly-Phe-Aminofluorocoumarin (GF-AFC), das intrazel-
luldr zu dem fluoreszierenden Produkt AFC umgesetzt wird.
Das entstehende Fluoreszenz-Signal ist proportional zur
Zellviabilitat und korreliert mit anderen Zellviabilitatsmessun-
gen, wie der Messung von ATP oder Reduktionsaquivalenten.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (380—400,,/505;,,)

Marker Live-Cell-Protease

Anwendung Zellviabilitat, Zytotoxizitat, Multiplexing
mit anderen zellbasierten Assays

Zelltyp Zelllinien (adharent oder in Suspension)

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 0,5—-3 Stunden

Sensitivitat 40 lebende Zellen (96-Well)

GF-Amino-Fluoro-Coumerin

GF-AFC

4

. GF-AFC
LivE-CELL-PROTEASE
N

380,,/505,

» Umsatz von zellpermeablen GF-AFC
durch die Live-Cell-Protease
« Die Live-Cell-Protease ist extrazelluar inaktiv

Exzellente Korrelation zwischen ATP-basierter
und Live-Cell-Protease-basierter Zellviablitditsmessung

1.250 1.750 2.250 2.750

" ATP-basierter Assay Lumineszenz (RLU)

Der CellTiter-Fluor™ Assay zeigt eine sehr gute Korrelation zu
bereits etablierten Nachweismethoden fiir die Zellviabilitat, wie
hier am Beispiel des ATP-basierten CellTiter-Glo® Assays zu erken-
nen ist.
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BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung

Viabilitat von Gram-positiven & Gram-negativen Bakterien &
Hefen; einfache Bestimmung von Wachstumskurven; Aktivi-
tatsbestimmung und Screening antimikrobieller Substanzen.

Assay-Beschreibung

Der BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay ist ein lumines-
zenter Assay fiir die Bestimmung der Viabilitdt von Bakterien
in Kultur durch Messung des ATP-Gehalts. Dieser einzigartige
1-Schritt-Assay ist geeignet fiir den Hochdurchsatz. Er zeichnet
sich durch eine duBerst hohe Sensitivitdt und einen breiten
linearen Messbereich aus. Der Assay ist kompatibel mit gangi-
gen Medien und Losungsmitteln.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der Messung des ATP-Gehalts und korre-
liert somit mit metabolisch-aktiven Zellen. Die Formulierung
des Assay-Reagenz fiihrt zur Lyse der Bakterien. Dadurch wird
ATP freigesetzt und liber eine ATP-abhangige Luciferase-Reak-
tion bestimmt. Bereits nach 5-minutiger Inkubationszeit mit
dem Assay-Reagenz konnen die Signale ausgelesen werden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type; T,,> 0,5 h)
Marker ATP
Anwendung Viabilitdtsmessung von Bakterien & Hefen
Bakterien/Hefe Gram-positive Bakterien,

Gram-negative Bakterien, Hefen
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 5 Minuten
Sensitivitat 10 Bakterien (1.000-fach sensitiver

als die Messung der optischen Dichte)
Robust Hoher Z’-Faktor

Ausgezeichnete Sensitivitat und Linearitat

—x?
A0

' Signal : Hintergrund

Korrelation zwischen Bakterienanzahl und Lu-
mineszenzsignal. Es kénnen bis zu 10 Zellen in
Abhangigkeit des Bakterienstamms nachge-
wiesen werden.

| @ S.aureus
. A P aeruginosa
W B cereus

BacTiter-Glo™-Assay ist kompatibel
mit géngigen Medien und Losungsmitteln

=Y 10’ | MH: Mueller Hinton I1 Broth
i | LB: Luria Bertani :
TSB: Trypticase Soy Broth
YPD: Yeast Peptone Dextrose !

10°

10°

Ethanol Isopropanol DMSO Metanol

Die Kompatibilitdt des BacTiter-Glo™-Assays wurde in unterschied-
lichen Medien und gegeniiber verschiedenen Losungsmittelzu-
satzen mit ~ 1 x 10" mol ATP getestet.
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lIb Zytotoxizitat

Der Begriff der Zytotoxizitat steht fiir das Potenzial bzw. die
Aktivitat, Gewebezellen zu schadigen und den Zelltod einzulei-
ten. Daflir kommen unter anderem sowohl chemische und bio-
logische Verbindungen als auch Immunzellen (z.B. zytotoxische
T-Zellen) in Frage. Zytotoxische Aktivitat fiihrt zu einer Reduk-
tion der Zellviabilitat und leitet den Zelltod tiber Nekrose und/
oder Apoptose ein. Haufig werden auch Zellviabilitatsassays
eingesetzt, um das zytotoxische Potenzial von beispielsweise
einer Substanz nachzuweisen. Mochte man allerdings zwi-
schen nekrotischen und apoptotischen Prozessen unterschei-
den, sind weitere Assays erforderlich, die auf dem Nachweis
anderer Marker beruhen.

Die Nekrose wird durch Zellmembranintegritatstests ge-
messen. Der zeitlich schnell ablaufende Verlust der Zellmem-
branintegritat und die Freisetzung zytoplasmatischer Bestand-
teile sind typische Kennzeichen fiir Nekrose. Im Gegensatz da-
zu, bleibt bei der Apoptose die Membranintegritat erhalten
und diese Zellen werden in vivo durch Phagozyten beseitigt. Bei
der Interpretation von Datensatzen ist stets zu beachten, dass
Phagozyten in der Zellkultur fehlen, und dass auch apoptoti-
sche Zellen ihre Membranintegritat verlieren. Der Verlust der

H
|
AAE-N S\ N~y COOH
>_< ]/
N s

Dead-Cell
Protease Aktivitat

H,N S N__ COOH
AAF + \©[ ></ ]/ +ATP +0,
N S

Luciferase 5 p
Mgz*l &
LicHT
bis-AAF-R110
Dead-Cell DEAD-CELL
Protease € PROTEASE
R110

Membranintegritat bei apoptotischen Zellen wird als sekunda-
re Nekrose bezeichnet und findet zu einem spateren Zeitpunkt
statt als bei der zeitlich schnell ablaufenden primaren Nekrose.
Daher ist die Wahl der optimalen Kultivierungsdauer entschei-
dend und sollte durch Messung zu verschiedenen Zeitpunkten
ermittelt werden. In Abhangigkeit von der Substanz und der
Konzentration sind teilweise gemischte Phanomene zu beob-
achten, d.h. der Zelltod verlauft liber nekrotische und apoptoti-
sche Anteile.

Die hier im Folgenden beschriebenen Zytotoxizitatsassays ba-
sieren auf dem Nachweis von zytosolischen Enzymen (Lactat-
Dehydrogenase (LDH); Dead-Cell-Protease) und DNA, die in Folge
von Membranschaden in das Kulturmedium abgegeben wurden.
Ein ATP-basierender Assay bestimmt den zytophatischen Effekt
von lytischen Viren in Zellen.

CellTox™ Green Cytotoxicity Assay

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (LDH)
ViralTox-Glo™ Assay

O, o O Na* (o) (o} O Na*
Diaphorase
SN /\ RESAZURIN N

!
NAD* NADH
OH (o] o
1 \ j Tl
CHB-(IZ-COOH LOH CH,-C- COOH
H PYRUVAT
LAKTAT .
[LDH)
©
NADP- ADP
‘T P - T .
/ ~
CeLLTox GREEN 1
* ”



18  ZELLVIABILITAT, ZYTOTOXIZITAT, APOPTOSE UND ENTZUNDUNGSREAKTIONEN | ZYTOTOXIZITAT

3D.Ze\\ku\ture“

CellTox™ Green Cytotoxicity Assay
Zellbasiert

Anwendung
Nachweis von Zytotoxizitat und Membranschaden; kinetische Freigesetzte DNA — ein stabiler Biomarker

Studien; Multiplexing mit anderen Assays. fiir die Zytotoxizitit

Assay-Beschreibung

Der CellTox™ Green Cytotoxicity Assay misst zytotoxische Effekte
in Zellkulturen mittels eines fluoreszenten DNA-Markers. Der
CellTox™ Green Fluoreszenzfarbstoff ist fiir mindestens 72 Stun-

Tote Zellen

den stabil, nicht toxisch und flexibel einsetzbar. Méglich sind Lebende Zellen

sowohl kinetische Studien als auch Endpunkt-Bestimmungen

im Add-Mix-Measure-Format. Besonders geeignet ist dieser geringe Fluoreszenz hohe Fluoreszenz
Assay fiir Wirkstoffstudien mit langen Expositionszeiten (bis zu

72 Stunden) im Hochdurchsatzverfahren (96- bis 1536-Well Sequentielles oder simultanes Multiplexing
Format). Sequenzielles oder simultanes Multiplexing erweitern mit CellTiter-Glo®

® CellTox™ Green Assay
W CellTiter-Glo® Assay

die flexiblen Einsatzmdglichkeiten.

Assay-Prinzip

Der Nachweis der Zytotoxizitat durch DNA ist besonders zuver-
lassig, da er nicht von enzymatischen Reaktionen abhangt. Der
CellTox™ Green Fluoreszenzfarbstoff ist nicht membrangangig.
Er bindet an die DNA toter Zellen, die nach Verlust der Membra-
nintegritat freigesetzt wird, was zu einer starken Zunahme der
Fluoreszenz fiihrt. Lebende intakte Zellen tragen nicht zum Sig-

" Fluoreszenz (RFU)

nal bei. Somit ist das Fluoreszenzsignal direkt proportional zur

Lumineszenz (RLU)

Zytotoxizitat.
Der CellTox™ Green Farbstoff kann jederzeit zugegeben wer-
den, z.B. wahrend des An- oder Umsetzens der Zellen, des Me-

diumwechsels oder mit der Wirkstofflosung. s W CellTiter-Glo®3D
E:‘_ - ® CellTox™ Green
D

Assay-Merkmale F

Assay-Typ Stabiles Fluoreszenzsignal fiir 72 Stunden §

(485-5005,/520—530;,)
Marker DNA
Anwendung Zytotoxizitat, Membranintegritat,

kinetische Studien, Multiplexing
mit anderen Assays

Zelltyp Zelllinien

Fluoreszenz (RFU)

Durchfiihrung Endpunktbestimmung oder No-step

Express-Protokoll (Zugabe beim Aussden
oder direkt in Wirkstofflosung)

Zeitbedarf

15 Minuten Inkubation

HCT 116 Zellen wurden in InSphero GravityPLUS™ 3D Zellkultur-
platten 4 Tage kultiviert, um ein Mikrogewebe von 350 pm Dicke zu
bilden. Die Ansatze wurden mit CellTox™ Green und Panobinostat
flir 48 Stunden behandelt. Nach Messung der Fluoreszenz wurde
ein gleiches Volumen an CellTiter-Glo® 3D hinzugegeben, die Plat-
ten fiir 5 Minuten geschiittelt und nach einer Inkubation von 30 Mi-
nuten die Lumineszenz gemessen.

[11b]
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CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay

Zellbasiert

Anwendung
Zytotoxizitat; Membranschaden; Multiplexing mit anderen
Assays.

Assay-Beschreibung

Der CytoTox-Glo™ Assay ist ein lumineszenter zellbasierter
Assay fur die Bestimmung der Zytotoxizitat. Der Assay ist be-
sonders fiir das Multiplexing geeignet, da die Zellen intakt blei-
ben. Er wird auch fiir die Normalisierung von Daten eingesetzt,
d.h. um Unterschiede zwischen einzelnen Wells und Platten
auszugleichen. Der CytoTox-Glo™ Assay korreliert sehr gut mit
anderen Zytotoxizitatsmessungen wie LDH-Nachweis und
DNA-Farbung.

Assay-Prinzip

Das Prinzip des CytoTox-Glo™ Assays basiert auf der Aktivitats-
messung der Dead-Cell-Protease, die in Folge von Zellmem-
branschdden ins Medium freigesetzt wird. Uber ein luminoge-
nes Peptidsubstrat Ala-Ala-Phe-Aminoluciferin (AAF-Amino-
luciferin), das nicht die Zellmembran passieren kann, wird die
Aktivitat der Dead-Cell-Protease indirekt Uber eine nachge-
schaltete Luciferase-Reaktion gemessen. Das Reagenz wird
direkt zu den Zellen gegeben. Bereits nach 15 Minuten kann der
Assay ausgelesen werden. Das Lumineszenzsignal ist ein MaR
fiir die Anzahl geschadigter Zellen. Durch Zugabe eines lyti-
schen Reagenzes kann in einem weiteren Schritt zusatzlich ein
Wert fiir die Gesamtzellzahl ermittelt werden (totale Lyse).
Dieser Wert eignet sich zur Normalisierung.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Marker Dead-Cell-Protease

Anwendung Zytotoxizitat, Membranintegritat, Multi-
plexing mit anderen zellbasierten Assays

Zelltyp Zelllinien

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 15 Minuten

Sensitivitat 10 tote Zellen (96-Well)

H
|
AAF_NUS N~ COOH
>_< j/
N s

Dead-Cell
Protease-Aktivitat

H,N S N__ COOH
AAF + \©: >—< j/ +ATP +0,
N S

Luciferase
Mgl+

LicHT

Der CytoTox-Glo™ Assay korreliert sehr gut mit etablierten
Methoden zur Bestimmung der Membranintegritat

r’=0.9938 r'=0.9973

" Laktat-Dehydrogenase
Fluoreszenz (AU x 10°)
&
" DNA-Fiirbung
Fluoreszenz (RFU x 10)
- N W P wn

Dead-Cell-Protease
Lumineszenz (RLUx 10%) | !

Dead-Cell-Protease
Lumineszenz (RLU x 10%) !

CytoTox-Glo™ Assay
Fluorescent LDH Assay

10.000

Hohere Sensitivitat und groRBerer Messbereich mit CytoTox-Glo™
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CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay

Zellbasiert

Anwendung

Zytotoxizitat; Membranschaden; Multiplexing mit anderen
Assays.

Assay-Beschreibung

Der CytoTox-Fluor™ Assay ist ein fluoreszenter Assay zur Be-
stimmung von Zytotoxizitat. Er misst den Anteil toter Zellen in
einer Zellkulturprobe. Dieser Assay wird haufig fiir das Multi-
plexing eingesetzt und ist Bestandteil folgender Multiplexing
Assays: MultiTox-Fluor-Assay, ApoTox-Glo™-Triplex Assay,
Mitochondrial ToxGlo™ Assay.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf dem Nachweis der Dead-Cell-Protease,
die in Folge von Membranschaden freigesetzt wird. Der fluoro-
gene zellimpermeable Farbstoff bis-Ala-Ala-Phe-Rhodamin-
110 (bis-AAF-R110) wird von der Dead-Cell-Protease spezifisch
erkannt und zu fluoreszentem Rhodamin-110 umgesetzt.
Das gemessene Fluoreszenz-Signal ist ein Maf} fir die Anzahl
geschadigter Zellen in Kultur. Das Fluoreszenz-Signal kann

0,5—-3 Stunden nach Zugabe des Assay-Reagenzes ausgelesen
werden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (485.,/520;,)

Marker Dead-Cell-Protease

Anwendung Zytotoxizitat, Multiplexing mit anderen
zellbasierten Assays

Zelltyp Zelllinien

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 0,5 — 3 Stunden

Sensitivitat 10 tote Zellen (96-Well)

R Dead-Cell
bis-AAF-R110 —> R110
Protease

DEeAD-CELL
PROTEASE

Ausgezeichnete Sensitivitat

A

,5 Stunden

10 Zellen

Detektionslimit

1.000 10.000 100.000

Sonifizierte Jurkat Zellen wurden in einer 96-Well-Platte ausgesat
und die Dead-Cell-Protease Aktivitdt mit CytoTox-Fluor™ Assay be-
stimmt. Der Assay verhalt sich bis zu 100.000 Zellen linear. Das De-
tektionslimit liegt bei nur 10 Zellen.

Multiplexing von CytoTox-Fluor™ Assay
und Caspase-Glo® 3/7 Assay

| @ Caspase-Glo®3/7
' grtoTox-Fluor™

" Fluoreszenz (RFU)
Lumineszenz (RLU)

6,25 12,50 25,00

Staurosporin fiihrt neben einer Schadigung der Zellmembran zur
Aktivierung von Caspase-3/7 und somit zur Aktivierung apoptoti-
scher Prozesse.

[11b]

Assay-Inkubationszeit
@ :Stunden
[ 1Stunden
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CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (LDH)

Zellbasiert

Anwendung
Zytotoxizitat; Membranschaden; Multiplexing mit anderen
Assays.

Assay-Beschreibung

Mit dem CytoTox-ONE™ Assay konnen sowohl die zytotoxische
Wirkung von Substanzen auf zelluldre Systeme als auch die
zellvermittelte Zytotoxizitdt (z.B. Immunantwort) gemessen
werden. Bei einer Schadigung der Zellen durch diese Prozesse
verliert die Zellmembran ihre Integritat, und es gelangen u. a.
zytosolische Proteine, wie z.B. die Laktatdehydrogenase (LDH)
in den extrazellularen Raum. Dieser Assay kann im gleichen
Versuchsansatz mit anderen Assays wie z.B. CellTiter-Glo®-
Assay oder Apo-ONE®-Caspase-3/7-Assay kombiniert werden.

Assay-Prinzip

Als MaR fiir die Zellschadigung wird die Aktivitat der LDH in
einer gekoppelten enzymatischen Reaktion gemessen. Das
Assay-Reagenz enthilt Laktat, NAD*, Resazurin und das Enzym
Diaphorase. Im ersten Schritt wird Laktat zu Pyruvat durch die
LDH oxidiert. Dabei werden zundchst die Reduktionsaqui-
valente auf NAD* und im zweiten Schritt mit Hilfe der Dia-
phorase auf den fluorogenen Farbstoff Resazurin libertragen.
Das Fluoreszenz-Signal des entstandenen Resorufins ist propor-
tional zur Menge an freigesetzter LDH und damit zur Anzahl
geschadigter Zellen.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (560,,/590;,)
Marker LDH

Anwendung Zytotoxizitat; Multiplexing
Zelltyp Zelllinien

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 10 Minuten

Sensitivitit 200 tote Zellen (96-Well)

(0) (o) O Na*
) ) O Na* ﬁ D’
@;ND/ Diaphorase T
; ; (o}

RESAZURIN
NAD* NADH
CH,- C COOHMCH C COOH
H PYRUVAT
LAKTAT [
(LDH)

Sensitivitdt und Linearitit des CytoTox-ONE™ Assays

' Fluoreszenz (5605:/590%n)

Nach Behandlung von L929 Zellen mit Triton X-100 (vollstandige
Lyse) bzw. mit PBS (Kontrolle) wurde das CytoTox-One™ Reagenz
zugegeben. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten gestoppt und die
Absorption im Fluorometer gemessen.

Multiplexing

Fluoreszenz (485ex/527:m)

Bestimmung der Membranintegritdt und Caspase-Aktivierung an
einer Probe nach Behandlung von HepG2 Zellen mit Tamoxifen. In
Abhangigkeit der Tamoxifen-Konzentration werden Apoptose bzw.
Nekrose induziert.
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Viral ToxGlo™ Assay

Zellbasiert

Anwendung
Bestimmung des zytopathischen Effekts (CPE) in Zellen, indu-
ziert durch eine lytische Virusinfektion.

Assay-Beschreibung

Der Viral ToxGlo™ Assay basiert auf der lumineszenten Messung
von zellularem ATP als MaR fiir die Zellviabilitat der Wirtszelle.
Tritt ein zytopathischer Effekt durch eine Infektion mit lytischen
Viren auf, wird die Reduzierung von ATP im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen in einer ATP-abhdngigen Luciferase-Reaktion ge-
messen und in Korrelation zur Viruslast gesetzt. Viral ToxGlo™
kann fiir die beiden wichtigsten Quantifizierungsmethoden des
zytopathischen Effekts von lytischen Viren eingesetzt werden:
die Bestimmung des TCID,, (Tissue culture infective dose), die Be-
stimmung der Wirksamkeit von antiviralen Substanzen sowie
deren off-target-Zytotoxizitat.

Assay-Prinzip

Bei dem Assay im homogenen ,Add-Mix-Measure“-Format wird
ein ATP-Detektionsreagenz nach einer viralen Behandlung direkt
zu den Wirtszellen pipettiert. Das in der Luciferase-Reaktion ent-
standene Glow-Type-Lumineszenzsignal ist proportional zum
ATP-Gehalt in den Zellen und zeichnet sich durch eine Halbwerts-
zeit von mehr als 5 Stunden aus. Langwierige manuelle Schritte
und eine visuelle Beurteilung sind fiir die Bewertung des CPE
nicht notwendig. 10 Minuten nach Zugabe des Detektionsrea-
genzes kann der Assay bis zu 15 Zellen/Well im 384 Well-Format
detektieren. Der Assay zeichnet sich durch ein hohes Signal/Hin-
tergrundverhaltnis aus und ergibt ausgezeichnete Z'-Werte im
Screening.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Halbwertszeit > 5 Stunden)
Marker ATP

Anwendung Bestimmung CPE, TCID50, Wirksamkeit von anti-

viralen Substanzen und off-target Zytotoxizitat.

Viren Assay ist geeignet fiir lytische Viren, die einen
zytopathischen Effekt erzeugen.

Durchfiihrung Homogener 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 10 Minuten

Sensitivitit 15 lebende Zellen (384-Well)

Robust HTS-geeignet. Skalierbar von 96—1536-Well-
Format. Hoher Z'-Faktor

Bestimmung der Wirksamkeit der antiviralen Substanz
Ribavirin

. On-Target Antiviral f
' A OffTarget Zytotoxizitdt |

Lumineszenz (RLU)

Hohere Lumineszenz bedeutet antivirale
Wirksamkeit der Testsubstanz.

: On-Target Antiviral ;
| A Off-Target Zytotoxizitdt |

Lumineszenz (RLU)

A. Verdiinnungen von Ribavirin wurden entweder zu MDCK-Zellen,
infiziert mit 100 TCIDs, HIN1 Virus (On-Target), oder zu nichtinfi-
zierten MDCK-Zellen (Off-Target-Zytotoxizitat) pipettiert.

B. Ribavirin wurde in zweifachen Schritten verdiinnt und entweder
zu BHK-21-Zellen, infiziert mit 100 TCID,, Dengue-Virus (On-Target),
oder zu nichtinfizierten BHK-21 Zellen (Off-Target) pipettiert.

Nach 72 und 96 Stunden Inkubation wurde das ATP Detection Rea-
gent zu den Zellen pipettiert und die Lumineszenz gemessen. In ho-
hen Konzentrationen erzeugt Ribavarin keine Zytotoxizitat bei nicht
infizierten MDCK-Zellen, wahrend BHK-21-Zellen eine Off-Target-
Zytotoxizitat zeigen.

Die Daten wurden von Southern Research Institut, Birmingham, AL
zur Verfiigung gestellt.

[11b]
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lic Apoptose

Der ,programmierte Zelltod®, die Apoptose, ist ein mehrstufi-
ger Prozess zur Beseitigung korpereigener Zellen. Apoptose ist
im Gegensatz zum Zelltod durch Nekrose ein physiologischer
Vorgang, der durch dufRRere Faktoren (extrinsisch) oder zellinne-
re Einflisse (intrinsisch) eingeleitet wird. Apoptotische Zellen
schrumpfen und sind u.a. durch Aktivierung von Caspasen und
Fragmentierung der DNA in Stiicke mit charakteristischer
Lange gekennzeichnet. Die Zellmembran bleibt bei diesen
Vorgangen intakt. Durch Ausstiilpung und Blasenbildung an
der Zytoplasmamembran entstehen die sogenannten apoptoti-
schen Korperchen, die von Makrophagen oder Nachbarzellen

BLEBBING

ATP A

Cytochrom c \
Austritt

Z-DEVD-R110-DVED-Z
> Caspase 3/7
Aktivi

/

Parp
Aktivierung
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phagozytiert werden. Daher wird bei der Apoptose im
Gegensatz zur Nekrose keine Entziindungsreaktion ausgelost
und Nachbarzellen bleiben intakt. Die Caspasen nehmen als
Initiator- bzw. Effektorcaspasen in der Apoptose eine Schlissel-
rolle ein. Durch ihren Nachweis lassen sich apoptotische
Prozesse im Detail untersuchen.

Caspase -Assays im Uberblick

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay
CaspACE™ FITC-VAD-FMK in situ Marker

0s®

H
|
Z-DEVD-N S N_ _COOH
T
Vi
N S
( DEVD-Aminoluciferin
Aminoluciferin
Z-DEVD +H,N S /N COOH
LT
N S

|

LicHT
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Caspase-Assays im Uberblick

Caspasen nehmen bei der Apoptose eine Schliisselrolle ein. lhre
Aktivierung erfolgt liber verschiedene Signalwege, die zum Teil
noch Gegenstand aktueller Forschung sind. Allgemein akzep-
tiert ist, dass die Aktivierung der Initiatorcaspase-8 liber die
Superfamilie der Todesrezeptoren verldauft. Caspase-8 aktiviert
nachfolgend die Effektorcaspasen-3, -6 und -7, die ihrerseits
zahlreiche zelluldre Proteinsubstrate spalten, wodurch letztlich

der Tod der Zelle bedingt wird. Der sogenannte intrinsische
Apoptoseweg wird z.B. durch ultraviolettes Licht, virale Infek-
tion oder Verletzung der Zellmembran ausgelost. Als Folge da-
von wird Cytochrom c ins Zytosol freigesetzt. Diese Ereignisse
aktivieren die Initiatorcaspase-9 und diese wiederum im nachs-
ten Schritt die Effektorcaspasen-3, -6 und -7.

Caspase Biologische Relevanz Assay-Bezeichnung Assay-Substrat Assay-Optimierung durch
Zugabe von Inhibitoren

freigesetzt. Caspase-9 wird durch
Bindung an Cyt c aktiviert.

Caspase-2* Involviert bei stress-induzierter und Caspase-Glo® 2 Assay Z-VDVAD-Aminoluciferin « Caspase-3/7-Inhibitor
c TRAIL-vermittelter Apoptose. (Ac-DEVD-CHO)
Q « Proteasom-Inhibitor (MG-132)
& Caspase-8 Rezeptor-vermittelte Apoptose (akti- Caspase-Glo® 8 Assay Z-LETD-Aminoluciferin + Proteasom-Inhibitor (MG-132)
§ viert z.B. durch Fas-Ligand, TNF-c,).
° Caspase-9 Durch oxidativen Stress, virale Caspase-Glo® 9 Assay Z-LEHD-Aminoluciferin + Proteasom-Inhibitor (MG-132)
_‘E Infektion etc. werden die
"E Mitochondrien geschadigt und Cyt c

Primare Effektorcaspasen im
Apoptoseweg. Die Aktivierung kann
durch Caspase-8 oder Caspase-9 erfol-
gen. Lost Apoptose durch Proteolyse
von anti-apoptotischen Proteinen
(ICAD, Bcl-2 Proteine, PARP etc.) aus.

Caspase-3/7

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Apo-ONE® Homogeneous
Caspase-3/7 Assay

Z-DEVD-Aminoluciferin

Z-DEVD-R110-DVED-Z

=
()
v
(]
Q.
w
©
v
=
o
-
X
b=
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Caspase-6* Spielt eine Rolle bei neurodegenerati- Caspase-Glo® 6 Assay Z-VEID-Aminoluciferin « Caspase-3/7-Inhibitor
ven Krankheiten, z.B. Alzheimer oder (Ac-DEVD-CHO)
Huntington. « Proteasom-Inhibitor (MG-132)
Bemerkung:

* Caspase-Glo® 2- und Caspase-Glo® 6-Assay werden nur fiir den Aktivitdtsnachweis von aufgereinigten Enzympréaparationen empfohlen!
Caspase-Glo® 3/7, 8, 9 Assays konnen direkt in Zellkultur oder mit aufgereinigten Enzympraparationen verwendet werden.

Die Funktionsweise einiger Assays kann durch Zugabe von Inhibitoren optimiert werden.
Nahere Informationen dazu erhalten Sie in der entsprechenden technischen Anleitung unter www.promega.com.
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Geeignet fur

Caspase-Glo® 3/7 Assay 3p-Zellkulturen

Zellbasiert/Biochemisch

Anwendung
Apoptose; Multiplexing mit anderen zellbasierten Assays;

o ) 2-DEVD-N COOH : &3‘)3\%
Inhibitorscreening. \Q >_< j’ @% \3‘?

i DEVD-Aminoluciferi
Assay-Beschreibung - o C minoluciferin

Aminoluciferin

Der Caspase-Glo® 3/7 Assay ist ein duRerst sensitives Test- ]
system zur Bestimmung der Apoptose in Zellkultur oder auch e \OSXNICOOH
von Enzymprdparationen. Gemessen wird die Aktivitat der |

Effektorcaspasen-3 und -7 durch Spaltung eines prolumines-

zenten Substrates. Es tragt das Tetrapeptid DEVD als Er- et
kennungssequenz. Das Ergebnis ist ein Aktivitatsnachweis der
Caspase-3 und -7 mit einem exzellenten Signal-Hintergrund-
Verhéltnis. Der Caspase-Glo® 3/7 Assay ist schnell und einfach ARG ) s it ol b e dndy 2l
durchzufiihren. Er kann flexibel im gewiinschten Format fiir | @ o
Zellkulturen oder Enzympraparationen angewendet werden =B B I Kontrolle

(Kuvette, 6- bis 1536-Well).

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der Aktivitdtsmessung der Caspasen-3/7
liber das Tetrapeptid DEVD. Zwei enzymatische Schritte laufen
bei diesem Nachweis unmittelbar hintereinander ab: Das Cas-
pase-Glo® 3/7 Reagenz enthalt ein Substrat fir die Caspase-3

und -7 (Z-DEVD-Aminoluciferin), das gespalten wird und dabei

Aminoluciferin freisetzt. Das Aminoluciferin dient als Substrat Jurkat Zellen wurden zur Induktion der Apoptose 4,5 Stunden mit

L . - . anti-Fas mAb behandelt. Nach Zugabe des Caspase-Glo® 3/7 Assay-
fir die thermostabile und besonders robuste UltraGlo™ Luci- Reagenz zur 96-Well-Platte wurde das Signal nach 1 Stunde Inku-
ferase, welche eine Luciferase-Reaktion mit verlingerter Halb- bationszeit ausgelesen. In der AusschnittvergroBerung sind die

. . . . Werte fiir 0-625 Zellen dargestellt.
wertszeit katalysiert (Glow-Type Luciferase-Reaktion).

Hohe Stabilitdt des Lumineszenzsignals
Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type) s
Marker Caspase-3 und -7 e‘g— s : zii::ﬁ:
Anwendung Apoptose, Multiplexing mit anderen § - @ 65Stunden
zellbasierten Assays E
Zelltyp/Probe Zelllinien, Primarzellen, h
Enzympraparationen
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay :
Zeitbedarf 0,5—3 Stunden 00001 0,001
Sensitivitat 100 apoptotische Zellen (96-Well) |
Robost Hoher Z’-Faktor; exzellentes Signal- Rekombinante Caspase-3 wurde im 96-Well-Format iiber 0,5—

Hintergund-Verhaltnis 6 Stunden mit Caspase-Glo® 3/7 Assay Reagenz inkubiert. Das Lu-
mineszenz-Signal ist fiir mehrere Stunden stabil. Der Assay verhalt
sich liber mindestens fiinf GroBenordnungen linear.
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c.ee'\g\'\et fur

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay 3p-Zellkulture®

Zellbasiert

Anwendung

Apoptose; Multiplexing mit anderen zellbasierten Assays; e

Inhibitorscreening. e
Gty

Assay-Beschreibung ‘ s >
Der Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay ist ein fluores- 2-DEVD + *
zenter zellbasierter Assay zur Bestimmung der Aktivitat der ‘\‘

Caspase-3 und Caspase-7. Dieser Assay ist auch flr das Multi-

plexing geeignet .

Sensitivitat

Assay-Prinzip

Der Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay verwendet ein
fluoreszenzmarkiertes Substrat (Z-DEVD-R110-DVED-Z) zum
Nachweis aktiver Caspasen-3 und -7 aus den verschiedensten
Ausgangsmaterialien. Durch die Kopplung von Rhodamin-110
an das Caspasesubstrat wird eine wesentlich hohere Sensi-
tivitat erreicht als bei vergleichbaren fluoreszenten Assays
(ca. 600 apoptotische Zellen im 96-Well-Format). Das Fluores-
zenz-Signal ist dabei proportional zur Menge aktivierter Cas- e
pasen. Wir empfehlen die Verwendung im 96- oder 384-Well-
Format.

Zellen/Well

anti-Fas Jurkat Zellen wurden zur Induktion der Apoptose
Kontrolle 4,5 Stunden mit anti-Fas mAb behandelt. Nach Zu-
""""""""""" gabe des Apo-ONE®-Assay-Reagenz zur 96-Well-Platte

Assay-MerkmaIe wurde das Signal nach 1 Stunde Inkubationszeit aus-
Assay-Typ Fluoreszent (499,/521.,) gelesen.

Marker Caspase-3 und -7 Multiplexing:

Anwendung Apoptose, Multiplexing mit anderen Bestimmung von zwei Endpunkten in einer Probe

zellbasierten Assays e —

Zelltyp/Probe Zelllinien, Primarzellen, ‘QE E

Enzympréiparationen & &
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay §; i:,:
Zeitbedarf 1-18 Sunden 5 g
Sensitivitat ~ 600 apoptotische Zellen (96-Well) § §
Robust Hoher Z’-Faktor; exzellentes Signal- T =

Hintergrund-Verhaltnis

400 800 1.200 1.600 2.000

Staurosporin (nM)

@ Apo-ONE® . Bestimmung der Zellviabilitdt und Apoptose in
| W CellTiterBlue® | einer Probe. Von Staurosporin-behandelten
~ Jurkat Zellen wurde die Zellviabilitdt mit Cell-
Titer-Blue® Reagenz (5 Stunden) ermittelt.
Anschlieend wurde die Aktivitdt der Caspasen
mit dem Apo-ONE®-Assay-Reagenz (1 Stunde)

bestimmt.
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CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker

Zellbasiert

Anwendung
In situ Nachweis apoptotischer Zellen im Durchflusszytometer
oder im Fluoreszenzmikroskop.

Assay-Beschreibung

Der CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker dient dem schnellen
und direkten in vivo Nachweis von Caspaseaktivitat und kann
fiir Doppelfarbungen mit anderen Markern (z.B. Antikorpern)
kombiniert werden. Es handelt sich um ein fluoreszentes Ana-
logon des PAN-Caspase Inhibitors Z-VAD-FMK (Carbobenzoxy-
valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketon). Die Car-
bobenzoxy-Gruppe ist durch den Fluoreszenzfarbstoff Fluores-
zeinisothiocyanat (FITC) ersetzt. Dieser Marker ist zellpermea-

bel und wird direkt zu den Zellen gegeben.

Assay-Prinzip

Der zellpermeable FITC-VAD-FMK Marker bindet irreversibel in
einem stochiometrischen Verhaltnis an alle aktivierten PAN-
Caspasen. Der Marker wird als 5mM Stocklosung in DMSO an-
geboten. Das Reagenz wird direkt zu den Zellen gegeben und
tiber 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend kénnen die Zellen im
Durchflusszytometer analysiert werden. Bei der Analyse im
Fluoreszenzmikroskop hingegen ist eine nachfolgende Fixie-

rung mit Formalin notwendig.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent
Marker Pan-Caspasen
Anwendung Apoptose, kombinierbar mit

Antikorpermarkierungen

Zelltyp Zelllinien, Primarzellen
Durchfiihrung Zugabe direkt ins Medium
Zeitbedarf 0,5—1 Stunden
Sensitivitat 4.000 apoptotische Zellen

Durchflusszytometrische Analyse
apoptotischer Jurkat Zellen

unbehandelte Zellen

behandelte Zellen

U

—— anti-Fas (-); FITC-VAD-FMK (+)
anti-Fas (+); FITC-VAD-FMK (+)

Jurkat Zellen wurden zur Induktion der Apoptose 4 Stunden mit anti-
Fas mAb behandelt und anschlieBend mit CaspACE™ FITC-VAD-FMK
In Situ Marker gefarbt (Endkonzentration 10 [JLM). Die Fluoreszenz-
profile wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenzmikroskopische Analyse
apoptotischer Jurkat Zellen

DAPI FITC-VAD-FMK

In situ Markierung mit CaspACE™ FITC-VAD-FMK korrespondiert mit
der oben dargestellten durchfluBzytometrischen Analyse. Jurkat
Zellen wurden im Fluoreszenzmikroskop analysiert. A: unbehandelte
Zellen und B: Anti-Fas behandelte Zellen. Die nukledre Farbung mit
dem DAPI-Farbstoff bestatigt die Aktivierung der Apoptose (konden-
siertes Chromatin und fragmentierter Nukleus) der FITC-VAD-FMK-
markierten Zellen.
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Ild Inflammasom/Entziindungsreaktionen

Das Inflammasom ist ein zytosolischer Multi-Protein-Komplex
in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, der durch
diverse inflammatorische Stimuli induziert wird und nach
Aktivierung der Caspase-1 eine Entziindungsreaktion auslost.
Das am besten untersuchteste Inflammasom ist aus Eiweil3en
der NALP-Familie (NALP1 bis NALP3) und dem Adaptor-Protein
ASC (Apoptosis-associated speck-like protein) aufgebaut.

ASC rekrutiert Pro-Caspase-1 in den NALP-ASC-Komplex, wo
sich Pro-Caspase-1 durch autokatalytische Spaltung aktiviert.
Caspase-1-Aktivierung fiihrt zu: 1) Prozessierung und Freiset-
zung der Cytokine IL-18 und IL-18 und 2) Pyroptose, einer im-
munogenetischen Form des programmierten Zelltods.

Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay
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Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay

Zellbasiert/Biochemisch

Anwendung

Bestimmung der Inflammasom-Aktivitdt durch Aktivatoren
oder Inhibitoren in Zellen oder Zellkulturmedium; in vitro-Reak-
tion mit Caspase-1 Enzym.

Assay-Beschreibung

Der Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay ist eine biolumines-
zente Methode zur selektiven Messung der Caspase-1-Aktivi-
tat. Caspase-1 ist ein Mitglied der Cystein-Asparaginsaure-spe-
zifischen Protease (Caspase) Familie und eine essenzielle Kom-
ponente des Inflammasoms.

Assay-Prinzip

Der Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay besteht aus einem
optimierten lytischen Reagenz, welches ein luminogenes Cas-
pase-1-Prosubstrat (Z-WEHD-Aminoluciferin) zur Messung der
Caspase-1-Aktivitat enthalt. Nach einmaliger Zugabe des
Reagenzes und gleichzeitiger Lyse der Zellen wird das Prosubs-
trat durch Caspase-1 gespalten und somit Aminoluciferin frei-
gesetzt. Das Aminoluciferin wird direkt durch die thermostabile
rekombinante Luciferase (Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase)
in ein stabiles Lumineszenzsignal umgewandelt, welches direkt
proportional zur Caspase-1-Aktivitat ist. Das Reagenz enthalt
zusatzlich den Proteasom-Inhibitor MG-132, wodurch nicht-
spezifische Proteasom vermittelte Spaltungen des Substrates
eliminiert werden und somit eine selektive Messung der Caspa-
se-1-Aktivitat ermoglicht wird.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type; T1/2 > 3h)

Marker Caspase-1-Aktivitat

Anwendung Bestimmung der Inflammasom-Aktivitat
oder in vitro-Reaktion mit Caspase-1

Zelltyp Zellen oder Zellkulturmedium in Multi-
Well-Platten. Keine Lysat-Praparation
erforderlich

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 1 Stunde (nach Zugabe des Reagenzes)

Spezifische Aktivitdt Das selektive Caspase-1-Substrat (Z-
WEHD) und der Inhibitor (MG-132)
ermoglichen eine direkte Messung der
Caspase-1-Aktivitat

Robust Skalierbar von 96 —384-Well-Format
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Messung von freigesetzter Caspase-1 im Zellkulturmedium
unter Anwendung des Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assays

" Lumineszenz (RLU)

Pam3CSK4 Pam3CSK4 R848

Kulturmedium Zellen

Signal-
Verhiltnis

Negative Kontrolle (keine Zellen)
Unbehandelte Zellen

Behandelte Zellen

Behandelte Zellen + YVAD-CHO Inhibito

THP-1 Zellen wurden fiir 2 Tage mit 20nM Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (PMA) kultiviert und anschlieBend mit Pam3CSK4 (2 ug/ml)
oder Resiquimod (R848, 20 pM) fiir 2 Stunden behandelt. Die Halfte
des Zellkulturmediums (50pl/Well) wurde in eine zweite Platte
transferiert und 50ul/Well Caspase-Glo® 1 Reagenz oder Caspase-
Glo® 1 YVAD-CHO Reagenz (Reagenz + Caspase-1 Inhibitor Ac-YVAD-
CHO) dazugegeben und nach einer Stunde das Lumineszenzsignal
gemessen.

Multiplexing von Caspase-Glo® 1 und CellTox™ Green

Lumineszenz (RLU)
" Lumineszenz (RLU)

CHO
Nigericin
E CellTox™ Green
Cytotoxicity Assay |

. W Negative Kontrolle
[l Unbehandelte Zellen
. M Behandelte Zellen

5 x 10° THP-1 Zellen/ml wurden in 100 pl
Medium ausgesat und mit PMA (20 nM, 3
Tage) in 96-Well Platten differenziert. Die
Zellen wurden anschlieBend mit Flagellin
(1pg/ml, 1 h) oder Nigericin (20uM, 2 h) behandelt. Die Halfte der
Kultur wurde in eine separate Platte transferiert und 50 pl Caspase-
Glo® 1 oder Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO Reagenz dazugegeben. Nach
einer Inkubation von einer Stunde wurde das Lumineszenzsignal
gemessen. Parallel wurde die Zytotoxizitat in der Ausgangsplatte
durch Zugabe des CellTox™ Green Reagenzes bestimmt.
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lle Multiplexing

Die Nachfrage nach erhéhtem Durchsatz in der modernen bio-
medizinischen Forschung hat starken Einfluss auf den Einsatz
von zellbasierten Assays genommen. Zunehmend von Bedeu-
tung ist die Moglichkeit, Assays miteinander zu kombinieren.
Dieses so genannte Multiplexing von zellbasierten Assays
erlaubt die effiziente Analyse von mehr als einem Parameter
aus einem Versuchsansatz. Hierzu sind verschiedene Assay-
Kombinationen denkbar, sofern die Assay-Chemie kompatibel
ist, und die Detektionssignale voneinander getrennt werden
konnen. Durch die Messung und Verkniipfung von mehreren
Parametern werden Daten aussagekraftig und reproduzierbar.

Je nach Kombination kann ein Assay als interne Kontrolle fiir

Reagenz 1

den anderen Assay dienen. Dieses Vorgehen spart Zeit, Proben-
material und teure Testsubstanzen. Somit ermoglicht Multi-
plexing ein besseres Verstandnis von komplexen zellularen Pro-

zessen.

MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay

MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay

Apolive-Glo™ Multiplex Assay

ApoTox-Glo™ Triplex Assay

ONE-Glo™ + Tox Luciferase Reporter and Cell Viability Assay
Mitochondrial ToxGlo™ Assay

s

Reagenz 2

ATP
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Ubersicht iiber die Kombinationsméglichkeiten von zellbasierten Assays

Das Kombinieren von verschiedenen zellbasierten Assays ist
nur bedingt moglich. Im Folgenden werden die gangisten Kom-

binationsmoglichkeiten vorgestellt, die jedoch zum Teil ein mo-

Zellviabilitatsassay

difiziertes Protokoll bendtigen. Eine Beratung durch unseren
technischen Service wird daher dringend empfohlen!

Assay

Multiplexing mit

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay

CellTox™ Green Cytoxicity Assay

Zytotoxizitat

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay

Zytotoxizitat

NAD/NADH-Glo™ Assay

Messung von NAD* und NADH

NADP/NADPH-Glo™ Assay

Messung von NADP* and NADPH

Reporter-Assays

Reportergen-Aktivitat

RNA-Isolation RNA-Analysen
CellTiter-Fluor™ Assay CellTiter-Glo® Assay, CellTiter-Glo®2.0 Assay Viabilitat
Live-Cell-Protease-Aktivitat, Fluoreszent CytoTox-Glo™ Assay Zytotoxizitat
(Gly-Phe-AFC) (erhéltlich als MultiTox-Glo™ Multiplex Assay)
400,,/505;,, CytoTox-Fluor™ Assay

(erhaltlich als MultiTox-Fluor™ Multiplex Assay)

Caspase-Glo® 3/7 Assay Apoptose

(erhéltlich als ApoLive-Glo™ Multiplex Assay)

GSH-Glo™ Assay

Oxidativer Stress

P450-Glo™ Assay

Cytochrom P450

CellTiter-Blue® Assay
Resazurin zu Resorufin, Fluoreszent
560,,/590,

CytoTox-ONE™ Assay

Zytotoxizitat

Apo-ONE® Caspase 3/7 Assay

Apoptose

Zytotoxizitdtsassay

Assay

Multiplexing mit

CellTox™ Green Assay
DNA-Farbstoff, Fluoreszent
485-500,,/520—530,,

Der CellTox™ Green Assay kann mit allen zellbasierten Glo-Assays
kombiniert werden.

(bis-AAF-R110)
485,,/520,,

CytoTox-ONE™ Assay CellTiter-Glo® Assay, CellTiter-Glo®2.0 Assay Viabilitat
LDH-Freisetzung, Fluoreszent CellTiter-Blue® Assay

(Resazurin zu Resorufin) Caspase-Glo® 3/7 Assay Apoptose
560,/590x,, Apo-ONE® Caspase 3/7 Assay

CytoTox-Fluor™ Assay CellTiter-Glo® Assay, CellTiter-Glo®2.0 Assay Viabilitat
Dead-Cell Protease-Aktivitdt, Fluoreszent Caspase-Glo®3/7 Assay Apoptose

ONE-Glo™ Assay

Single Reporter System

GSH-Glo™ Assay

Oxidativer Stress

Apoptose-Assay

Assay

Multiplexing mit

Apo-ONE® Caspase 3/7 Assay
Caspase-Aktivitat, Fluoreszent
(Z-DEVD-R110)

499,,/521,,

CellTiter-Blue® Assay Viabilitat
CytoTox-ONE™ Assay Zytotoxizitat
Caspase-Glo® 8 und 9 Assay Apoptose

EnduRen™ Live Cell Substrate

Live Cell Substrat

Multiplex Assay

Assay

Multiplexing mit

MultiTox-Fluor™ Multiplex Assay
Zellviabilitat und Nekrose, Fluoreszent
CellTiter-Fluor™: 400,,/505;,,;
CytoTox-Fluor™: 485,/520k,

Caspase-Glo® 3/7 Assay
(erhatlich als ApoTox-Glo™ Triplex Assay)

Apoptose

GSH-Glo™ Assay

Oxidativer Stress
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MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay

Zellbasiert

Anwendung
Gleichzeitige Bestimmung der Zellviabilitat und Zytotoxizitat
in einem Well.

Assay-Beschreibung

Der MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay ist ein fluores-
zenter zellbasierter Assay fiir die gleichzeitige Bestimmung der
Zellviabilitat und Zytotoxizitat in einem Well. Der Assay ist eine
Kombination aus dem CellTiter-Fluor™ und dem CytoTox-Fluor™
Assay.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der gleichzeitigen Aktivitatsbestimmung
der Live-Cell-Protease und der Dead-Cell-Protease. Beides sind
Proteaseaktivitaten, die aussagekraftige Ergebnisse iiber
Zellviabilitat und Zytotoxizitat liefern. Das Assay-Reagenz ent-
halt zwei verschiedene fluorogene Peptidsubstrate: das zell-
gangige GF-AFC zur Bestimmung der Zellviabilitat und das
nicht-zellgangige bis-AAF-R110 zur Bestimmung der Zytotoxi-
zitat. Fur weitere Details siehe CellTiter-Fluor™Assay und
CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent
(AFC 400,,/505;,, R110 485,,/520;,)
Marker Live-Cell-Protease; Dead-Cell-Protease
Anwendung Gleichzeitige Messung der Zellviabilitat
und Zytotoxizitat in einem Well
Zelltyp Humane Zelllinien (adharent
oder in Suspension)
Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 0,5—3 Stunden
Sensitivitat 40 lebende Zellen; 10 tote Zellen

(96-Well)

Die Unterscheidung der Messsignale ist durch
getrennte Fluoreszenzspektren moglich

Optimale Ergebnisse werden durch den Einsatz von Filtern fiir
Anregungen bei 400 nm (AFC) bzw. 485 nm (Rhodamin-110) erreicht.

Multiplexing mit weiteren Assays

Maximale Protease-/
Caspase-Aktivitdt (%)

"M Tote Zellen (R110-Fluoreszenz)

: Lebende Zellen (AFC-Fluoreszenz)

iV Caspase-3/7 (Lumineszenz) :

Nachweis der Zellviabilitat und Zytotoxizitat von Staurosporin
behandelten LN-18 Zellen mit MultiTox-Fluor-Reagenz und Caspase-
Glo® 3/7-Reagenz. Mit steigender Staurosporin-Konzentration
nimmt die Zellviabilitat ab, wahrend die Caspase-Aktivitat zunimmt.
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MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay

Zellbasiert

Anwendung

Sequenzielle Bestimmung der Zellviabilitat und Zytotoxizitat in
einem Well.

Assay-Beschreibung

Der MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay ist ein zellbasierter
Assay fur die sequenzielle Bestimmung der Zellviabilitat und
Zytotoxizitat in einem Well. Der Assay ist eine Kombination aus
dem CellTiter-Fluor™ und dem CytoTox-Glo™ Assay.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der sequenziellen Aktivitatsbestimmung
der Live-Cell-Protease und der Dead-Cell-Protease. Beides sind
Protease-Aktivitaten, die aussagekraftige Ergebnisse in Bezug
auf Zellviabilitat und Zytotoxizitat liefern. Das Assay-Reagenz
enthalt zwei verschiedene Peptidsubstrate: das fluorogene zell-
gangige GF-AFC zur Bestimmung der Zellviabilitat und das lu-
minogene nicht zellgdngige AAF-Aminoluciferin zur Bestim-
mung der Zytotoxizitat. Fiir weitere Details siehe CellTiter-
Fluor™ und CytoTox-Glo™Assay.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (AFC 400,,/505¢,);
Lumineszent (Glow-Type)

Marker Live-Cell-Protease; Dead-Cell-Protease

Anwendung Sequenzielle Messung der Zellviabilitat
und Zytotoxizitat in einem Well

Zelltyp Humane Zelllinien
(adhédrent oder in Suspension)

Durchfiihrung Homogen, 2 -Schritt-Assay

Zeitbedarf 0,5 Stunden

Sensitivitat 40 lebende Zellen; 10 tote Zellen
(96-Well)

MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay
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@ GF-AFC Substrat (Viabilitdt) EC, =85nM
© AAF-Glo™ Substrat (Zytotoxizitit) EC,=76nM

Vergleichbare EC,,-Werte durch parallele Messung der Live-Cell- und
Dead-Cell-Protease. Jurkat Zellen wurden liber 24 Stunden mit dem
Alkaloid Camptothecin behandelt. Die Zellviabilitdt und Zytotoxi-
zitat wurden mit MultiTox-Glo bestimmt. Die ermittelten EC;,-Werte
sind vergleichbar.

Geringe Variation der Messergebnisse & ein hohes Signal-
Hintergrund-Verhiltnis fiihren zu exzellenten Z* Faktoren
lonomycin behandelt

Vehikel Kontrolle

Zytotoxizitat Viabilitdt

" Fluoreszenz (RFU)
Lumineszenz (RLU)

Viabilitdt

® GF-AFC Substrat (Viabilitdt) Z’ = 0,85
| ® AAF Substrat (Zytotoxizitit) Z’'= 0,75

Geringe Streuung der Einzelmessungen unter Verwendung des
MultiTox-Glo-Reagenz. In diesem Versuch wurden 5x10° Zellen in
einer 384-Well-Platte mit dem zytotoxischen Agenz lonomycin
(50 pM) bzw. der Vehikel Kontrolle iiber 2 Stunden behandelt. Die
Zugabe des MultiTox-Glo-Reagenz erfolgte gemaR der Be-
schreibung im Technischen Manuel #TB358. Die Ergebnisse zeigen
eine geringe Variation der einzelnen Messergebnisse und ein sehr
gutes Signal-Hintergrund-Verhdltnis. Dies driickt sich auch in den
ausgezeichneten Z‘ Faktoren von >0,5 aus.
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Apolive-Glo™ Multiplex Assay

Zellbasiert

Anwendung

Sequenzielle Bestimmung der Zellviabilitat und Apoptose in

Induktion von Apoptose durch Staurosporin
einem Well.

Assay-Beschreibung
Der Apolive-Glo™ Multiplex Assay ermoglicht die Messung von
Zellviabilitat und Apoptose in einem Well. Er verbessert da-

it Fluoreszenz (RFU)

durch —im Vergleich zu einer Messung mit einem Einzel-Para-
meter-Assay — deutlich die Qualitat der Daten. Gleichzeitig re-
duziert er den Zeit- und Kostenaufwand.
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Assay-Prinzip

Der Assay ist eine Kombination aus dem CellTiter-Fluor™ Cell
Viability Assay und dem Caspase-Glo® 3/7 Assay. Im ersten | @ Viabilitat (GF-AFC Substrat) £C,, = 463 1M 3
'V Apoptose (Caspase-Glo® 3/7 Substrat) EC_, = 491 nM
Schritt wird die Zellviabilitdt tber die Live-Cell-Protease-
Aktivitat mit dem Peptidsubstrat GF-AFC ermittelt. Im zweiten
Jurkat Zellen wurden 6 Stunden mit Staurosporin behandelt und die

Schritt wird die Apoptose liber die Aktivitat der Caspasen-3/7 Zellviabilitat bzw. Apoptose mit dem ApolLive-Glo™ Multiplex Assay

bestimmt. bestimmt. Die Zellviabilitdt nimmt mit steigender Konzentration von
Staurosporin ab, wohingegen die Caspase-3/7 Aktivitat zunimmt.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (AFC 400¢,/505¢,);
Lumineszent (Glow-Type)

Marker Live-Cell-Protease + Caspase-3/7

Anwendung Sequenzielle Messung der Zellviabilitat
und Apoptose in einem Well

Zelltyp Zelllinien (adharent oder in Suspension)

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay

Zeitbedarf 1-3 Stunden

Sensitivitat 40 lebende Zellen;

100 apoptotische Zellen (96-Well)




[le] ZELLVIABILITAT, ZYTOTOXIZITAT, APOPTOSE UND ENTZUNDUNGSREAKTIONEN | MULTIPLEXING 35

ApoTox-Glo™ Triplex Assay
Zellbasiert

Anwendung

Sequenzielle Bestimmung von Zellviabilitat, Zytotoxizitat und Induktion der primren Nekrose durch lonomyein

Apoptose in einem Well; Zelltod-Forschung.

Assay-Beschreibung

Der ApoTox-Glo™ Triplex Assay ist ein neuartiges Multiplex-
Analyse System, um Viabilitat, Zytotoxizitat und Apoptose von
Zelllinien in nur einem Well zu bestimmen. Der Triplex-Assay

misst die drei Parameter in zwei Schritten liber Fluoreszenz und

Viabilitdt Fluoreszenz (RFU)
Apoptose Lumineszenz (RLU)

Lumineszenz.

" Zytotoxizitit Fluoreszenz (RFU)

Assay-Prinzip

. . R . . | Log,, [lonomycin], M i
Der Assay ist eine Kombination aus dem Multitox-Fluor™ Multi- = S P |

plex Cytotoxicity Assay und dem Caspase-Glo® 3/7-Assay. Im 1O Ve (AT B, = GRDpIY.
. ¥ Apoptose (Caspase-3/7) EC,=N.D.
ersten Teil des Assays werden Uber zwei Protease-Aktivitaten, | @ Zytotoxizitiit (bis-AAF-R110) EC,_ = 6,87 M

Live-Cell- und Dead-Cell-Protease die Zellviabilitdt und Zytoto-
e . . . . . Behandlung von Jurkat Zellen mit lonomycin lber 6 Stunden fiihrt
xizitdt gemessen. Im zweiten Schritt wird die Apoptose iiber zur Reduktion der Zellviabilitdt ohne Aktivierung der Caspase-3/7.
die Aktivitat der Caspasen-3/7 bestimmt. Es ist allerdings eine Schidigung der Zellmembran durch die Frei-
setzung der Dead-Cell-Protease zu beobachten (Anstieg der Zytotoxi-

zitatskurve). Die Daten unterstiitzen die Annahme, dass lonomycin

Assay-Merkmale die primére Nekrose induziert.
Assay-Typ Fluoreszent (AFC 400,,/505,,
R110 485;,/520;,); Lumineszent (Glow-
Type) . .
Marker Live-Cell- und Dead-Cell-Protease; Induktion der Apoptose durch Camptothecin
Caspase-3/7 N
Anwendung Sequenzielle Messung der Zellviabilitat, <
g
Zytotoxizitat und Apoptose §
Zelltyp Zelllinien (adharent oder in Suspension) 5
Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay §
Zeitbedarf 1-3 Stunden 5
Sensitivitat 40 lebende Zellen; 10 tote Zellen; %

100 apoptotische Zellen (96-Well)

@ Viabilitdt/Zytotoxizitdit Reagenz (Viabilitdt)
| @ Viabilitdt/Zytotoxizitdt Reagenz (Zytotoxizitdit)
| @ Caspase-Glo®3/7 Reagenz (Apoptose)

Behandlung von K562 Zellen mit Camptothecin liber 48 Stunden.
Camptothecin fiihrt in Abhéngigkeit der Konzentration zur Reduk-
tion der Zellviabilitat, ohne die Zellmembran zu schddigen. Es ist eine
konzentrationsabhangige Induktion der Apoptose zu erkennen.
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ONE-Glo™ + Tox Luciferase Reporter and Cell Viability Assay

Zellbasiert

Anwendung
Bestimmung der Firefly-Luciferase-Reportergenaktivitat und
Zellviabilitat in einem Well.

Assay-Beschreibung

Der ONE-Glo™ + Tox Luciferase Reporter and Cell Viability Assay ist
ein Assay mit 2 Pipettierschritten fiir die gleichzeitige Bestim-
mung der Firefly-Luciferase-Reportergen-Expression und Zell-
viabilitat in einem Well. Durch Anwendung dieses Assays wird
die Interpretation der Reportergen-Expressionsdaten deutlich
vereinfacht und verbessert.

Assay-Prinzip

Der Assay ist eine Kombination aus dem CellTiter-Fluor™ Cell
Viability Assay und One-Glo™ Luciferase Assay System. Im ers-
ten Schritt wird die Zellviabilitat lber die Live-Cell-Protease-
Aktivitat nachgewiesen. Hierbei wird der Umsatz des pro-fluo-
rogenen Substrats GF-AFC in das fluoreszente AFC gemessen.
Im zweiten Schritt wird die Luciferase-Reportergenaktivitat mit
5’-Fluoroluciferin als Luciferasesubstrat bestimmt. Reporter-
Assays mit 5’-Fluoroluciferin besitzen eine erhohte Stabilitat

und erhohte Toleranz gegenliber Medienzusatzen.

Assay-Merkmale
Assay-Typ Fluoreszent (AFC 400,,/505.,);

Lumineszent (Glow-Type)

Marker Live-Cell-Protease; Luciferase-Reportergen

Anwendung Luciferase-Reportergenaktivitat +
Zellviabilitat

Zelltyp Zelllinien

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay

Zeitbedarf 0,6—3 Stunden

HO\@S S +ATP+O,
28
N N

COOH
5’-Fluoroluciferin

Firefly [ Mg
Luciferase

©. S 5N +AMPPP,
hast
F N NNo

+CO,+ LICHT

Oxyfluoroluciferin

5‘-Fluoroluciferin als Substrat fiir die Firefly-Luciferase-Reaktion

Multiplexing zur besseren Interpretation
der Reportergen-Daten

384-Well 5x103 Zellen
@
4 A IT Y

Reporter Lumineszenz (RLU) x 105

L@ Viabilitit
Reporter

GloResponse™ NFAT-RE-luc2P HEK293 Reportergenzellen (384-Well-
Platte) wurden in Anwesenheit von PMA mit steigenden Konzentra-
tionen an lonoymcin behandelt. Bis zu einer bestimmten Konzen-
tration von lonomycin fiihren die beiden Substanzen zur Stimulation
der NF-AT-abhdngigen Genexpression der Luciferase. Hohere Kon-
zentrationen an lonomycin wirken zytotoxisch auf die Zellen und
haben eine verminderte Reportergen-Expression zur Folge.

[lle]
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Mitochondrial ToxGlo™ Assay

Zellbasiert

Anwendung
Vorhersage liber mitochondriale Toxizitat; Wirkstoffscreening;

HTS geeignet.

Assay-Beschreibung

Der Mitochondrial ToxGlo™ Assay ist ein zellbasierter Assay fiir
die Vorhersage mitochondrialer Toxizitat, die z.B. durch Behand-
lung mit Xenobiotika auftreten kann. Der Assay wird direkt in
der Zellkulturplatte durchgefiihrt. Es werden ATP-Gehalt und
Membranintegritat gemessen. Die Kombination beider Daten-
satze erlaubt die Unterscheidung zwischen mitochondrialen
Funktionsstorungen und nicht-mitochondrialen zytotoxischen

Mechanismen.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der sequenziellen Messung zweier Bio-
marker. Im ersten Schritt wird die Zellmembranintegritat tiber
die Aktivitat der sogenannten Dead-Cell-Protease im Medium
bestimmt. Dazu wird ein fluorogenes Peptidsubstrat (bis-AFF-
R110) eingesetzt, das nicht die Zellmembran passieren kann,
und deshalb kein Signal in lebenden Zellen erzeugt (vgl.
CytoTox-Fluor™ Cytotoxcicity Assay). Im zweiten Schritt wird
der ATP-Gehalt der Zelle bestimmt. Das ATP-Detektions-
Reagenz fiihrt zur Lyse der Zellen und der ATP-Gehalt wird in
einer Luciferase-Reaktion gemessen (vgl. CellTiter-Glo® Assay).
Um die mitochondriale Antwort zu erhohen, sollten die Zellen
in Galaktose-haltigem Medium ohne Glukosezusatz kultiviert

werden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Fluoreszent (R110 485,,/520,);
Lumineszent (Glow-Type)
Marker Dead-Cell-Protease, ATP
Anwendung Mitochondriale Toxizitat
Zelltyp Zelllinien in Galaktose-Medium
Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 0,6—3 Stunden
Robust Hoher Z’-Faktor

Mitochondrien

Mitochondriale

DNA
Fett & Zucker

»Zwischenprodukte®

Mitochondrien verwenden Sauerstoff, um den Hauptanteil (90—
95 %) des ATP fiir multizelluldre Organismen zu generieren. Deshalb
sind sowohl der Verbrauch an Sauerstoff als auch der Gehalt an ATP
ein gutes MaR fiir die mitochondriale Aktivitat.

® ATP (Galaktose) EC,=23nM

| ® ATP (Glukose) EC,, = ND

; Zytoxizitdt (Glukose) EC,, = ND ;
| & Zytoxizitat (Galaktose) EC, = ND '

Mitochondriale Responsivitat/Toxizitdt am Beispiel von Oligomycin*-
behandelten K562 Zellen in Glukose- bzw. Galaktose-haltigem Me-
dium. Sdugerzellen generieren ATP sowohl tiber Mitochondrien (oxi-
dative Phosphorylierung) als auch iiber nicht-mitochondriale Reak-
tionswege (Glykolyse). In Glukose-freiem Medium werden die Zellen
»gezwungen“ das ATP lber die oxidative Phosphorylierung zu gene-
rieren. Die mitochondriale Toxizitat ldsst sich nur in Galaktose-hal-
tigem Medium bestimmen.

*Oligomycin ist ein bekannter Inhibitor fiir die mitochondriale
H*-ATP-Synthase und fiihrt hier zur Reduktion des ATP-Gehalts, aber
nicht zur Schadigung der Zellmembran (Zytotoxizitat).
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11l Zellmetabolismus

Nicotinamidadenindinucleotid (NAD*) und Nicotinamidadenin-
dinucleotidphosphat (NADP") sind Coenzyme, die als ,,Cofakto-
ren“ von vielen Enzymen bendtigt werden und an zahlreichen
Redoxreaktionen des Stoffwechsels und bei der Signalliber-
tragung der Zelle beteiligt sind. Eine wichtige Familie meta-
bolischer Enzyme sind z.B. die NAD-abhangigen Dehydroge-
nasen, die eine klinisch signifikante Rolle bei der Entstehung

[

von Stoffwechsel- und Krebserkrankungen spielen. Die Unter-
suchung dieser Cofaktoren und das Screening von biologisch
relevanten Wirkstoffen ermdglicht die Entwicklung neuer the-
rapeutischer Ansatze.

Promega bietet drei verschiedene Biolumineszenz-basierte Assay-
Formate zur Messung von NAD(P)H, NAD* und NADP* an:

\
NAD(P)H-Glo™ Detection System — Zur Messung von NADH und NADPH in vitro
NAD(P)H NAD(P)
U Luciferin-Detektions-
reagenz
> LicHT
REDUKTASE-  LUCIFERIN
SUBSTRAT
/

NAD*/NADH-Glo™ Assay — Zur Messung
von NAD und NADH in Zellen

NAD-CYCLING-

PRODUKT SUBSTRAT

NAD-CYCLING-
ENzym

REDUKTASE-  LUCIFERIN

SUBSTRAT

NADP‘/NADPH-Glo™ Assay — Zur Messung
von NADP und NADPH in Zellen

NADP-CYCLING-

PRODUKT SUBSTRAT

NADP-CYCLING-
ENzYMm

NADPH NADP|

REDUKTASE-  LUCIFERIN

SUBSTRAT
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NAD(P)H-Glo™ Detection System

Biochemisch

Anwendung

Nachweis von reduziertem NADH oder NADPH, Untersuchung
der Aktivitdit von NADP(H)-abhangigen Enzymen im High-
Throughput-Format, Screening von Inhibitoren von NAD(P)H-
abhangigen Enzymen in vitro.

Assay-Beschreibung

Das NAD(P)H-Glo™ Detection System ist ein homogener Assay,
der in Anwesenheit von NADH oder NADPH ein lumineszentes
Signal durch eine biochemische Reaktion generiert. Das NAD(P) H-
Glo™ Detection System dient zum quantitativen Nachweis der
Konzentration an reduziertem NADH und NADPH, kann jedoch
nicht zwischen diesen beiden Dinukleotiden differenzieren. Die
oxidierten Formen NAD* und NADP* interferieren nicht mit der
Quantifizierung und werden somit nicht detektiert. Der Assay
zeichnet sich durch einen breiten linearen Messbereich von
0,1uM bis 25uM NAD(P)H mit einem hohen Signalhinter-
grundverhaltnis aus. Der Assay ist kompatibel mit 96-, 384-, low-
volume 384- und 1536-Well Formaten und eignet sich besonders
flir das Screening von Inhibitoren NAD(P)H-abhangiger Enzyme.

Assay-Prinzip

In Anwesenheit von NAD(P)H wird das Proluciferin-Reduktase-
Substrat in einer gekoppelten enzymatischen Reaktion durch
ein Reduktase-Enzym zu Luciferin reduziert. Dieses dient gleich-
zeitig als Substrat fiir die Ultra-Glo™ Luciferase und wird in ein
Lichtsignal umgewandelt. Das generierte Licht ist proportional
zu der Menge an NAD(P)H in der Probe. Die Reaktion lauft durch
Zugabe eines einzigen Reagenzes ab, welches sowohl das mo-
difizierte Proluciferin-Reduktase-Substrat, das Reduktase-Enzym
als auch die Luciferase enthalt. Der Assay kann nach einer Inku-
bationszeit von nur 40 bis 60 Minuten gemessen werden.

Assay-Merkmale

Lumineszent, (Halbwertszeit > 2 Stunden)
NADH, NADPH

Enzympraparationen

Assay-Typ
Marker

Probenmaterial

Durchfilhrung  Homogener 1-Schritt-Assay

Linearitat Das NAD(P)H-Glo™ Detection System detek-
tiert 0,1 M bis 25 LM NAD(P)H.

Sensitivitat Detektionslimit < 0,1 pM NADH, mit einem

maximalen Assay-Fenster von 250
Z’-Faktor > 0,7

Robust

ZELLMETABOLISMUS

NAD(P)H™ Detection System Assay-Prinzip

NAD(P)H  NAD(P)*
\_/ Luciferin-Detektions-
N reagenz

CREDUKTASE) LicHT

(Ultra-Glo™

S
/‘\ rLuciferase + ATP)
REDUKTASE-  LUCIFERIN
SUBSTRAT

Vergleich des NAD(P)H™ Detection System mit fluoreszenz-
basierten Assay-Systemen

NADP* NADPH

a-KETOGLUTARAT

ISOCITRAT

<& Direkte Fluoreszenz
@ NAD(P)H-Glo |
- B Resazurin Fluoreszenz

Die Isocitrat-Dehydrogenase katalysiert die oxidative Abspaltung
von Kohlendioxid von Isocitrat, wobei es gleichzeitig zur Reduzie-
rung von NAD(P)H* zu NAD(P)H kommt und a-Ketoglutarat ent-
steht.
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NAD'/NADH-Glo™ Assay | NADP'/NADPH-Glo™ Assay

Zellbasiert und biochemisch

Beide Assays nutzen die gleiche Technologie (siehe Abbildung.):

« Umwandeln von oxidiertem Nicotinamidadenindinukleotid
oder Nicotinamidadenindinucleotidphosphat zur reduzierten
Form durch ein Cycling-Enzym

- Das eingesetzte Cycling-Enzym ist spezifisch fir nicht phos-
phoryliertes NAD* respektive phosphoryliertes NADP*

- Die Cycling-Reaktion erhoht die Sensitivitat der Assays

« Cycling-Enzym-, Reduktase- und Luciferase-Reaktion erfolgen
in einem Ansatz durch Zugabe eines Reagenzes

Im Folgenden wird ausschlieBlich der NAD*/NADH-Glo™ Assay

beschrieben, der in Anwendung, Assay-Prinzip und Assay-

Merkmalen dem NADP*/NADPH-Glo™ Assay entspricht.

Anwendung

Nachweis der Veranderung des zellularen Gehaltes an Gesamt-
NAD* und NADH sowie des NAD*/NADH-Verhaltnisses oder als
Einzelbestimmung, Screening von Inhibitoren in einer enzyma-
tischen Reaktion oder direkt in den Zellen im High-Throughput-
Format.

Assay-Beschreibung

Der NAD*/NADH-Glo™ Assay ist ein biolumineszenter, hochsen-
sitiver 1-Schritt-Assay zur Bestimmung der oxidierten und/oder
reduzierten Form von NAD* und NADH und deren Verhaltnis zu-
einander in biologischen Proben. Die Umwandlung von NAD*
und NADH durch das NAD-Cycling-Enzym und die Reduktase
erhohen die Sensitivitdt des Assays und erméglichen die Unter-
scheidung von nicht phosphoryliertem NAD* und NADH im Ver-
gleich zu den phosphorylierten Formen NADP* und NADPH. Der
Assay hat einen linearen dynamischen Bereich von 10nM bis
400nM NAD* mit einem hohen Signalhintergrundverhaltnis.
Der Assay ist kompatibel mit 96-, 384-, low-volume 384- und
1536-Well Platten.

Assay-Prinzip

In Anwesenheit eines NAD-Cycling-Enzyms und eines NAD-
Cycling-Substrats wird NAD* zu NADH reduziert. Gleichzeitig
wird das Proluciferin-Reduktase-Substrat in einer gekoppelten
Reaktion durch die Reduktase zu Luciferin umgewandelt, wel-
ches als Substrat fiir die Ultra-Glo™ Luciferase dient. Alle Kom-
ponenten sind in einem Reagenz enthalten, welches direkt zu

den Zellen gegeben wird. Der Assay ist lytisch, so dass nach

Assay-Prinzip des NAD/NADH-Glo™ Assays
und NADP/NADPH-Glo™ Assays

NADP/NAD NADP/NAD
CYCLING- CYCLING-
PRODUKT SUBSTRAT

NADP/NAD
Cycling-
Enzym

NADH
Luciferin-Detektions-

reagenz
@ > 4 LicHT
(Ultra-Glo™

rLuciferase + ATP)

REDUKTASE- LUCIFERIN
SUBSTRAT

Schematische Darstellung der Einzelbestimmung von
a) NAD* und NADH und b) NADP* und NADPH durch Basen-
(links) bzw. Sdurebehandlung der Zellen (rechts).

ZELLEN IN PBS
(50m) NAD* NADP*
NADH NADPH

NAD* NADP*

NADH NADPH
Zugabe von 5oyl
einer basischen Lésung +
1% DTAB zur Lyse der Zellen

LYSIERTE ZELLPROBE

(100|JL) \
MEssunNG voN NAD*/NADP* MEssuNG voN NADH/NADPH
(50 p) (50 pi)
Zugabe von 25ul 0.4N HCI Erhitzen bei 60°C
Erhitzen bei 60°C fiir 15 Minuten
fiir 15 Minuten.

NAD* NADP*

Bred och

B P

NADH NADPH

Inkubation bei Raum-
temperatur 10 Minuten.
Zugabe von 5opl einer
HCI/Trizma® Losung

zu jedem basisch-
behandelten Well.

Inkubation bei Raum-
temperatur 10 Minuten.
Zugabe von 25pl einer
Trizma® Base zu jedem
saurebehandelten Well.

MESSUNG VON
NADH/NADPH
UNTER VERWENDUNG DES

MESSUNG VON
NAD*/NADP*
UNTER VERWENDUNG DES

NAD*/NADH-GLO™ AssAys
NADP*/NADPH-GLO™AssAYS
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Reagenzzugabe der Gesamtgehalt an zellulirem NAD* und
NADH im Multi-Well Format gemessen werden kann. Ein zu-
satzliches Protokoll ermdglicht die separate Messung von NAD*
und NADH und somit die Kalkulation des Verhaltnisses von
NAD* zu NADH. Aufgrund der gekoppelten enzymatischen Um-
wandlungsreaktion wird eine stetige Zunahme des Lumines-
zenzsignals nach direkter Zugabe des NAD/NADH-Glo™ Detec-
tion Reagenz gemessen. Das Lumineszenzsignal verhalt sich
nach einer Inkubationszeit von 30 bis 60 Minuten direkt pro-
portional zu dem NAD* -und NADH-Gehalt der Probe im linea-
ren Messbereich des Assays.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent
Marker NAD" und NADH
Anwendung Nachweis der Veranderung des zellularen

Gehalts an Gesamt-NAD* und NADH
sowie des NAD/NADH-Verhéltnisses oder
als Einzelbestimmung, Screening von
Inhibitoren in einer enzymatischen
Reaktion oder direkt in den Zellen im
High-Throughput-Format.

ZellTyp/Probe
Durchfiihrung

Zelllinien und Enzympraparationen
Homogener 1-Schritt-Assay. Bestimmung
des Gesamtgehalts an NAD+ und NADH,
Einzelbestimmung und Berechnung des
Verhaltnisses von NAD* und NADH.

Der NAD/NADH-Glo™ Assay detektiert

Sensitivitat und

Linearitat 10nM bis 400 nM mit einem maximalen
Assay Fenster > 100 (Signalhintergrund-
verhaltnis).

Robust Z’-Faktor > 0,7
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Separate Messung des A) NADP*/NADPH und B) NAD*/NADH
Gehalts nach Saure-/Basebehandlung der Zellen.

M Sdure (NADP*) |
"M Base (NADPH) |

Lumineszenz (RLU)

Zellzahl |

W Sdure (NAD")
W Base (NADH) |

Luminezenz (RLU)

Linearer Bereich und Spezifitat
des NAD'/NADH-Glo™ Assays

)
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NAD'/NADH-Glo™ wurde zu ansteigenden Konzentrationen an ge-
reinigten Dinukleotiden gegeben. Der Assay detektiert ausschliel3-
lich nur NAD" und NADH, nicht aber die phosphorylierten Formen
NADP* und NADPH.
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IV Oxidativer Stress

Glutathion ist das bedeutendste und starkste Antioxidans in
der Zelle. Zusatzlich ist Glutathion an der Biotransformation
der Phase Il beteiligt. Es kann in der reduzierten Form als
Monomer (GSH) oder in der oxidierten Form als Dimer (GSSG)
vorliegen. Das Verhaltnis von reduziertem GSH zu oxidiertem
GSSG ist ein Indikator fiir oxidativen Stress, der zu Apoptose
oder Zelltod fiihren kann. Als Folge kénnen akute, degenerative
Erkrankungen wie Schlaganfall, Arteriosklerose, Diabetes,
Alzheimer und Parkinson entstehen. Erkenntnisse tiber den
Einfluss des Glutathion-Gehaltes auf zelluldre Signalwege bie-
ten neue Ansatze fiir die Therapierbarkeit von Alterungsprozes-
sen und degenerativen Erkrankungen.

Glutathion besteht aus den drei Aminosauren Glutaminsaure,
Cystein und Glycin. Neben der Funktion als Hauptbestandteil
des reduktiven Pools, stellt GSH vermutlich die wichtigste Re-
serve fiir die Aminosaure Cystein dar.

Zum Schutz vor oxidativem Stress z.B. durch reaktive Sauer-
stoffverbindungen (ROS) wird Glutathion oxidiert und geht von
seiner reduzierten monomeren Form GSH in seine oxidierte
dimere Form GSSG uber. Durch die Glutathion-Reduktase wer-
den unter Energieverbrauch aus GSSG wieder zwei Molekiile

Physiologische
Verbindungen,
Xenobiotika

Phase | Enzyme
(z.B. CYP450)

Metabolismus l

Phase Il Enzyme
GSH-Transferase

Detoxifikation,
Eliminierung

Zelltod,
Krankheit

(V]

GSH gebildet. Im Korper liegt zu 98 % die reduzierte Form GSH
VOr.

Promega bietet zwei Assays fiir die Analyse von GSH und
einen Assay zur Bestimmumg des H,O,- Gehaltes an:
1. GSH-Glo™ Glutathione Assay fiir die quantitative Bestimmung
von reduziertem GSH.
2. GSH/GSSG-Glo™ Assay fiir die Messung des Gesamt-Gluta-
thion-Gehalts (GSH+GSSG) sowie fiir die Messung von oxidier-
tem GSSG. Das GSH:GSSG-Verhaltnis dient als Indikator fiir den
Redox-Status einer Saugerzelle oder eines Gewebes. Es ist
abhangig vom verwendeten Zelltyp und liegt unter physiologi-
schen Bedingungen iiblicherweise bei 50:1 bis 100:1. Anderun-
gen des GSH:GSSG-Verhdltnisses erlauben konkretere Aussa-
gen uber mogliche Stressbedingungen und Toxizitatsmechanis-
men in der Zelle oder im Zellverband.
3. ROS-Glo™ H,0, Assay fiir die Messung der reaktiven Sauer-
stoffspezies (H,0,) in Zellen.

GSH-Glo™ Glutathione Assay

GSH/GSSG-Glo™ Assay
ROS-Glo™ H,0, Assay

GSH-Biosynthese

X

@ GSH-Pool l
/ Endogen/
Gleichgewicht Exogener Stimulus

N
H
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ROS-Glo™ H,0, Assay

Zellbasiert und biochemisch

Anwendung

Messung der reaktiven Sauerstoffspezies Wasserstoffperoxid
(H,0,) in Zellen oder enzymatischen Reaktionen. Der Assay
dient zur Identifikation von Testsubstanzen, welche die Menge
an reaktiven Sauerstoffspezies in der Probe verandern.

Assay-Beschreibung

Der ROS-Glo™ H,0, Assay ist ein homogener, lumineszenter 2-
Schritt-Assay, der in weniger als 2 Stunden durchgefiihrt wer-
den kann. Das ROS-Glo H,0,-Substrat reagiert direkt mit H,0,,
ohne dass Meerrettichperoxidase (HRP) als Kopplungsenzym
bendtigt wird. Dadurch werden falsch-positive Treffer nahezu
ausgeschlossen.

Derselbe Assay ist sowohl fiir biochemische als auch fiir zell-
basierte Anwendungen im lytischen wie nichtlytischen Format
geeignet. Seine geringe Rate an falsch-positiven Treffern, hohe
Signalstabilitdt und Kompatibilitat mit automatisierten Hoch-
durchsatzverfahren macht ROS-Glo™ zum idealen Assay fiir das

Small molecule screening.

Assay-Prinzip

Der ROS-Glo™ Assay setzt ein Substrat ein, das direkt mit H,0,
zu einem Vorldufer von Luciferin reagiert. Nach Zugabe von
ROS-Glo™ Detection Solution wird der Vorlaufer zu Luciferin
umgewandelt und reagiert mit der rekombinanten Ultra-Glo™
Luciferase unter Aussendung von Licht. Das Lichtsignal ist pro-
portional zur H,0,-Menge.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszenter homogener
2-Schritt-Assay,
Basiert nicht auf Meerrettichperoxidase.
Marker H.0,
Anwendung Messung der reaktiven Sauerstoffspezies

Wasserstoffperoxid. Multiplexing mit
anderen zellbasierten Assays.

Probenmaterial Zellen, Enzyme,

Niedermolekulare Substanzen

Zeitaufwand 2 Stunden
Robust HTS-geeignet. Skalierbar von 96—384-
Well Format
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ROS-Glo™ H,0O, Assay

H,0,-SUBSTRAT g—C=N Zellen, die H,O, enthalten,
- wurden mit dem H,0,-Sub-
B/©/\° strat versetzt. H,0, oxidiert

o\
i 1 Reaktion mitH.,0,  das Substrat zu einem Vor-
© laufer von Luciferin. Nach

N q q
\>—CEN Zugabe eines zweiten Rea-
. < genzes, das Ultra-Glo™ Luci-
UCIFERIN .
PRECURSOR ROS-Glo™ Detection feras..e' ATP und D'FyStEI.n
Solution enthalt, wird der Vorlaufer in
Luciferin umgewandelt. Der
Nachweis von Luciferin er-
folgt Uber eine Luciferase-

LUCIFERIN l HO reaktion.

Induktion von ROS in Zellen

Lumineszenz (RLU)

Menadion (log uM)

K562 Zellen in 384-Well-Platten wurden mit zunehmenden Kon-
zentrationen an Menadion behandelt. ROS-Glo™ Detection
Solution wurde der Reaktion hinzugefiigt, fiir weitere 20 Minuten
inkubiert und die Lumineszenz gemessen.

ROS-Glo™ H,0, Assay kombiniert mit CellTox™ Green

Il CellTox™ Green Cytotoxicity Assay
| I ROS-Glo™ H,0, Assay i

Lumineszenz (RLU)
Fluoreszenz (RFU)

HepG2 Zellen wurden in einer Dichte von 2000 Zellen/Well in einer
384-Well-Platte ausgesat und nach 12 Stunden mit verschiedenen
Testsubstanzen fiir 2 Stunden inkubiert. Der CellTox™ Green Farb-
stoff (RFU)und das H,0,-Substrat wurden zu Beginn der Behandlung
zugegeben und anschlieBend das ROS-Glo Detektion Reagenz (RLU).
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GSH-Glo™ Glutathione Assay

Zellbasiert

Anwendung

Quantifizierung von reduziertem Glutathion (GSH) in Zellen
oder Gewebeextrakten als Indikator fiir Zellviabilitat;
Screening von Wirkstoffen zur Regulation des GSH-Gehalts in

Zellen, Geweben oder Blutproben.

Assay-Beschreibung

Der GSH-Glo™ Assay ist ein sensitiver, lumineszenter 2-Schritt-
Assay, der sich fiir HTS-Anwendungen eignet und eine einfache
und schnelle Alternative zu den herkémmlichen colorimetri-
schen und fluoreszenzbasierten Methoden darstellt. Da die
Zellen nicht transferiert werden, minimiert sich der Verlust von
Glutathion im Vergleich zu konventionellen Assays. Interferen-
zen durch oxidiertes Glutathion (GSSG) oder reduzierenden

Substanzen sind ausgeschlossen.

Assay-Prinzip

Der Assay koppelt die Reaktion der Glutathion-S-Transferase
(GST) an die lichterzeugende Luciferin-Reaktion. Dabei l16st GST
eine nicht-funktionelle Gruppe von einem Luciferin-Derivat
und koppelt diese an das reduzierte Glutathion. Das freigewor-
dene Luciferin geht in die Luciferase-Reaktion ein. Das Licht-
signal ist dabei direkt proportional zu dem GSH-Gehalt in der
Zelle. Das Medium der Probe muss abgenommen werden. Pro-
teine im Lysat miissen jedoch nicht aufwandig abgetrennt wer-
den. Ein stabiles Lumineszenz-Signal kann in weniger als 60 Mi-
nuten mit einem exzellenten Signal-Hintergrund-Verhaltnis
detektiert werden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Marker GSH

Anwendung Quantifizierung von reduziertem
Glutathion (GSH)

Probenmaterial Zellen, Gewebeextrakte oder Blutproben

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay

Zeitaufwand 45 Minuten

(V]

Schematische Darstellung des GSH-Glo™ Glutathione Assays

QNMNJ’ COOH schritt 1:
o S S « Lyse der Saugerzellen
|

in Anwesenheit von

0=5=0 Luciferin-NT o
- Luciferin-NT und Gluta-
2 thion-S-Transferase
Q/ « Bildung von Luciferin in
CH, Abhéngigkeit der GSH-
GSH Konzentration

GLUTATHION-S-
TRANSFERASE
GS-R

QNMNJ/ COOH Schrij(t 2.: o
HO s S7 LATP+O, « Luciferin-Nachweis liber
die Luciferase-Reaktion
« Licht-Signal ist proportio-
nal zur Konzentration an
GSH in der Zelle

Luciferin

Luciferase

LicHT

Messung von reduziertem Glutathion in Hela-Zellen

" Lumineszenz (RLU X 109)

Der GSH-Gehalt wurde mit dem GSH-Glo™ Assay in unbehandelten
Hela-Zellen und nach Zugabe von GSH, GSSG bzw. GSSG, das mit dem
reduzierenden Agens TCEP behandelt wurde, bestimmt.

Der GSH-Glo™Assay misst ausschlieBlich reduziertes Glutathion
(GSH) und wird durch die Anwesenheit von oxidiertem Glutathion
(GSSG) nicht beeinflusst. Durch Zugabe eines reduzierenden Agens
(z.B. TCEP) kann der Gesamt-Glutathion Gehalt durch die Umwand-
lung von GSSG zu GSH gemessen werden.
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Gee |gnet fur
3p-Zellkulture?

GSH/GSSG-Glo™ Assay

Zellbasiert

Anwendung

Bestimmung des GSH/GSSG-Verhdltnisses in Zellen als Indika-
tor fiir oxidativen Stress;

Quantifizierung des Gesamt-Glutathions (reduziert und oxi-
diert) in Zellen als Indikator fiir Zellviabilitat .

Assay-Beschreibung

Der Assay erlaubt die Quantifizierung von drei Parametern:

1. Gesamt-Glutathion (GSH + GSSG)
2. oxidiertes Glutathion (GSSG)
3. Verhaltnis von GSH:GSSG

Da die Zellen nicht transferiert werden, minimiert sich der Ver-

lust von GSH und GSSG im Vergleich zu konventionellen Assays.

Assay-Prinzip

Der GSH/GSSG-Glo™ Assay lasst sich einfach an 96- und 384-

Well-Formate anpassen.

Die Bestimmung von Gesamt-Glutathion und GSSG wird in

zwei parallelen Reaktionen durchgefiihrt. Der GSH-Gehalt

kann durch Substraktion des GSSG-Gehalts vom Gesamt-Glu-
tathion-Gehalt errechnet werden.

1.Im ersten Ansatz wird nach Zugabe des Total Glutathione
Reagent, das gesamte zelluldre Gluthation (GSSG und GSH)
in GSH umgewandelt.

2. Im parallelen zweiten Ansatz wird nach Zugabe des Oxidized
Glutathione Reagent zuerst das zellulare GSH blockiert. Das
GSSG bleibt intakt und wird dann zu GSH reduziert.

In beiden Ansatzen wird das zuriickbleibende GSH an die licht-

erzeugende Luciferase-Reaktion gekoppelt. Die Glutathion-S-

Transferase (GST) im Reagenz |16st dabei eine nicht-funktionelle

Gruppe von einem Luciferin-Derivat und koppelt diese an das

reduzierte Glutathion. Das freigewordene Luciferin geht in die

Luciferase-Reaktion ein, das Lichtsignal ist dabei direkt propor-

tional zum GSH-Gehalt in der Zelle. Zur Bestimmung von redu-

zierten Gluthation (GSH) wird der GSSG-Gehalt vom Gesamt-

Gluthation-Gehalt subtrahiert.

GLUTATHION AssAys 45

Gesamt Glutathlon -Messung

@ E@.
@ llen lysi
O O '7 ﬁf\degszgezrjnGSH reduzieren
O D}

GSH GSH-NT
; ; Ultra-Glo™

. rLuciferase
Luclferln NT  Luciferin —M8¥ LicHT

@ @ - ATP
@ @ Zellen lysieren und GSH blockieren.

O D §  Dann GSSG zu GSH reduzieren.
O O Messung des GSSG-Gehalts

Messung von OX|d|ertem Glutathion (GSSG)

< .
i

Messung von oxidativem Stress in A549
Lungenkarzinom-Zellen

GSSG Gehalt

" GSSGRLU/CTGRLU

Menadion (uM)

80—
GSH:GSSG Ratio

1TITE

40—

30— I

20—

" GSH/GSSG-Verhiiltnis

Menadion (uM)

Oben: 5.000 Zellen/Well wurden mit einer Verdiinnungsreihe von
Menadion behandelt (60 Minuten, 37°C). Nach Messung von GSSG
wurde gegen eine Viabilititsmessung mit CellTiter-Glo™ (CTG) nor-
malisiert, um den Einfluf von toxischen Effekten durch Menadion
und experimentellen Schwankungen auszugleichen. Menadion wirkt
in Konzentrationen >49 pM bei langerer Inkubationszeit toxisch.
Unten: Bestimmung des GSH/GSSG-Verhaltnisses durch Messung
von GSSG und Gesamt-Glutathion in A549-Zellen. Es ist zu erkennen,
dass das Menadion bei hoheren Konzentrationen einen deutlichen
Effekt auf den Redox-Status der Zellen hat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker Gesamt-Glutathion und GSSG
Anwendung Bestimmung des GSH/GSSG-Verhiltnisses

Probenmaterial Zellen, Gewebeextrakte oder Blutproben

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
automatisierbar

45 Minuten

Zeitbedarf
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V Epigenetische Assays

Als ,Epigenetik® bezeichnet man die Veranderung der Genex-
pression durch Mechanismen, die nicht in der DNA-Sequenz
festgelegt sind. Diese Regulationsmechanismen kénnen einzel-
ne Gene und/oder Genabschnitte an- und abschalten, ohne
dass sich die Abfolge der DNA dndert. Es entstehen tibergeord-
nete Expressionsmuster, die auf die Tochterzellen vererbt wer-
den kénnen. Zu den wichtigsten epigenetischen Regulations-
mechanismen zdhlen die DNA-Methylierung, die RNA-Interfe-
renz und die Modifikation der Histone.

Ein Ziel der heutigen Forschung ist es, die epigenetischen
Regulationsvorgange wahrend der Zelldifferenzierung zu ver-
stehen. Dieses Wissen bildet die Grundlage fiir neue Therapie-
konzepte (,epigenetische Therapie“) zur Behandlung von Krebs,
z.B. des Myelo-Sysplastischen Syndroms und auch fiir die
Diagnose von Krebs und Erbkrankheiten.

Deacetylierung

Kondensiertes Chromatin:

| I Repression der Transkription

Ein vielversprechendes therapeutisches Target bei der Behand-
lung von Tumorerkrankungen sind die Histon-Deacetylasen
(HDAC).

HDACs und die NAD*-abhangigen Sirtuine (Klasse Il Histon-
Deacetylasen) sind Histon-modifizierende Enzyme, die die
Deacetylierung von Lysinresten in Histonen katalysieren und
damit deren Aktivitat beeinflussen. Sie spielen eine bedeuten-
de Rolle bei zahlreichen biologischen Prozessen. HDAC-Inhibi-
toren wie Anti-Cancer Agents arretieren den Zellzyklus in Tu-
morzellen, tragen zur Tumordifferenzierung bei und induzieren
Apoptose. Die Entwicklung neuer HDAC-selektiver Inhibitoren
ist ein zentrales Thema in der Grundlagen- und angewandten
Forschung.

HDAC-Glo™ 2 Assay

HDAC-Glo™ Class Ila Assay

HDAC-Glo™ I/Il Assay & HDAC-Glo™ I/1l Screening Systems
SIRT-Glo™ Assays and Screening Systems

UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay

Acetylierung

Relaxiertes Chromatin:

| Aktivierung der Transkription

Eine Aktivierung der Histon-Deacetylasen (HDACs) bewirkt, dass Lysinreste am N-terminalen Ende der Histone
deacetyliert werden. Die damit verbundene Ladungsidnderung des Lysinrests fiihrt zur Kondensation der
Chromatinstruktur und dariiber hinaus zur Repression der Transkription. Die Histon-Acetyltransferasen (HATs)
kehren den Prozess durch Acetylierung der Lysinreste um. Dadurch relaxiert das Chromatin und wird somit

zuganglich fiir Transkriptionsfaktoren.



Histon-Deacetylasen (HDACs)-Klassen in hoheren Eukaryoten

HDAC1
HDAC2
Klasse |
HDAC3

HDAC8
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HDAC-Glo™2 Assay

HDAC7

HDAC9

| HDAC-Glo™ HDAC-Glo™ /11

Klasse lla

HDAC5

| Class lla Assay 2 Assay

HDAC4

HDAC10

Klasse Ilb

HDAC6

Tl

hSirt1l

hsirt2
hSirt3
Klasse Il hSirta
hSirt5
hSirt6

hSirt7

|

SIRT-Glo™
Assay

oot

Klasse IV HDAC11

Katalytische Domane Klasse | m Katalytische Doméane Klasse IlI

Katalytische Domane Klasse Il Zink Finger

Katalytische Domane Klasse Il (inaktiv) - Coiled Coil Region

Katalytische Domane Klasse IV

Einteilung der HDAC-Klassen und schematische Darstellung der Do-
manenstruktur. Zellbasierte und/oder biochemische Assays fiir
die selektive Aktivitatsmessung einzelner HDAC-Klassen und
spezifischen Nachweis von HDAC2 sind eingezeichnet.

(Modifiziert von: Hess-Stumpp, H. et al. (2007) MS-275, a potent
orally available inhibitor of histone deacetylases--the develop-
ment of an anticancer agent. Int J Biochem Cell Biol. 2007;39
(7-8):1388-1405. )
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HDAC-Glo™ 2 Assay

Zellbasiert/Biochemisch

Anwendung
Messung der HDAC2-Enzymaktivitat in Zellen, Extrakten oder
von aufgereinigten Enzympraparaten.

Assay-Beschreibung

Der HDAC-Glo™ 2 Assay wird eingesetzt, um spezifisch die Aktivi-
tat der Histon-Deacetylase 2 (HDAC2) in Zellen, Extrakten oder
von aufgereinigten Enzymen zu bestimmen. Dieser lumineszente
Assay ist bis zu 100 x sensitiver als vergleichbare Messungen mit
fluoreszenten Methoden. Der HDAC-Glo™ 2 Assay kann mit fluo-
reszenten zellbasierten Methoden zur gleichzeitigen Bestim-
mung von Zellviabilitat und Zytotoxizitat kombiniert werden.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der enzymatischen Kopplung der HDAC2-
Enzymaktivitdt an die Luciferase-Reaktion. Die Aktivitdt von
HDAC2 wird Uber das Aminoluciferinderivat Boc-K(Me,)GGAK-
(AC)-Aminoluciferin bestimmt. Das Substrat wird deacetyliert,
um das daraus resultierende Peptid fiir die proteolytische Spal-
tung zugénglich zu machen (Developer Reagenz). In Folge dient
das freigesetzte Aminoluciferin als Substrat fiir die nachgeschal-
tete Luciferase-Reaktion. Die drei ablaufenden Enzymreaktionen
(Deacetylase-, Proteolyse- und Luciferase-Reaktion) sind gekop-
pelt und laufen nahezu simultan ab. Die dabei entstehende Lu-
mineszenz ist proportional zur Deacetylase-Aktivitat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker Histon-Deacetylase 2 (HDAC2)
Anwendung Bestimmung der HDAC2-Enzymaktivitat

Ausgangsmaterial ~ Zellen, Extrakte oder aufgereinigtes/
rekombinantes Enzym

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt Assay
(1 x Reagenzzugabe), automatisierbar
Zeitbedarf 20-30 Minuten

" Lumineszenz (RLU)

HDAC-Glo™2 Assay Prinzip

Boc-K(ME)GGAK(A)- ' DACZ AVt g0 i (Me )GGAK-
AMINOLUCIFERIN AMINOLUCIFERIN
Developer
Reagenz
Luciferase
“Grow-Type” &——  AMINOLUCIFERIN
LUMINESZENZ ATP, Mg?*

Bestimmung der HDAC2-Aktivitat

Nach Zugabe des Assayreagenz zu HDAC2 Enzym wird ein Anstieg
des Signals bis zur Einstellung des dynamischen Gleichgewichts
gemessen. Das Signal bleibt fiir ca. 60 Minuten stabil.

Bestimmung der HDAC2-Enzym-Aktivitat in Zellen

K562 Zellen/
Well

Die Zellen werden durch die Zugabe des Assayreagenz lysiert. Das
dynamische Gleichgewicht der nahezu simultan ablaufenden En-
zymreaktionen wird nach ca. 20 Minuten erreicht. Das Signal bleibt
Uber einen langeren Zeitraum stabil (bis ca. 60 Minuten nach Zugabe
des Assayreagenz).



HDAC-Glo™ Class lla Assay

Zellbasiert/Biochemisch

Anwendung
Bestimmung der HDAC-Klasse lla-Enzymaktivitat in Zellen, Ex-
trakten oder von aufgereinigten Enzympraparaten.

Assay-Beschreibung

Der HDAC-Glo™ Class lla Assay wird eingesetzt, um selektiv die
Aktivitat der Histon-Deacetylasen (HDAC) der Klasse lla (HDAC
4,5,7,9) in Zellen, Extrakten oder von aufgereinigten Enzym-
praparaten zu bestimmen. Dieser lumineszente Assay ist bis zu
100x sensitiver als vergleichbare Messungen mit fluoreszenten
Methoden. Der HDAC-Glo™ Class lla Assay kann mit fluoreszen-
ten zellbasierten Methoden zur gleichzeitigen Bestimmung
von Zellviabilitat und Zytotoxizitat kombiniert werden.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der enzymatischen Kopplung der HDAC-
Aktivitat mit der Luciferase-Reaktion. Die Aktivitat der HDAC-
Klasse lla Enzyme wird liber das Aminoluciferinderivat Boc-
K(Me,)GGAK(TFA)-Aminoluciferin bestimmt. Die Deacetylase-
aktivitat fuihrt zur Abspaltung der Trifluoracetylschutzgruppe
(TFA). Das daraus resultierende Peptid wird zugénglich fir die
proteolytische Spaltung (Developer Reagenz), die zur Freiset-
zung von Aminoluciferin flihrt. Das Aminoluciferin dient als
Substrat fir die nachgeschaltete Luciferasereaktion. Die drei
ablaufenden Enzymreaktionen (Deacetylase-, Proteolyse- und
Luciferasereaktion) sind gekoppelt und laufen nahezu simultan
ab. Die dabei entstehende Lumineszenz ist proportional zur De-
acetylaseaktivitat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker HDAC Klasse-lla Enzyme (HDAC 4, 5, 7, 9)
Anwendung Bestimmung der HDAC-Klasse lla-Enzym-

aktivitaten

Ausgangsmaterial  Zellen, Extrakte oder aufgereinigte/

rekombinante Enzyme

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt Assay
(1 x Reagenzzugabe), automatisierbar
Zeitbedarf 10-20 Minuten

EPIGENETISCHE ASSAYS

HDAC-Glo™ Class Ila Assay Prinzip

Boc-K(Me,)GGAK(TFA)- HDAC lla Aktivitat

AMINOLUCIFERIN

Boc-K(ME,)GGAK-
AMINOLUCIFERIN

Developer
Reagenz
Luciferase
“ ”
GLOW-TYPE ¢~ AMINOLUCIFERIN
LUMINESZENZ
ATP, Mg+

Messung der HDAC4-Aktivitat

Das Signal bei der Aktivitditsmessung von aufgereinigtem HDAC4
zeigt innerhalb der ersten 10—15 Minuten einen Anstieg. Dann wird
das dynamische Gleichgewicht der nahezu simultan ablaufenden En-
zymreaktionen erreicht. Das Signal bleibt {iber einen langeren Zeit-
raum stabil (bis ca. 60 Minuten nach Reagenzzugabe).

Messung der HDAC-Aktivitat der Klasse lla in Zellen

" Lumineszenz (RLU)

Die Zellen werden durch die Zugabe des Assayreagenz lysiert. Das
dynamische Gleichgewicht der nahezu simultan ablaufenden En-
zymreaktionen wird nach ca. 15-20 Minuten erreicht. Signalstabili-
tat bis ca. 60 Minuten nach Reagenzzugabe.

49
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HDAC-Glo™ I/11 Assays & Screening Systems

Zellbasiert

Anwendung

Bestimmung der HDAC-Klasse | und Il Enzymaktivitat;
Screening von HDAC-Inhibitoren in lebenden oder lysierten
Zellen.

Assay-Beschreibung

Der HDAC-Glo™ I/Il Assay bestimmt die Aktivitat von HDAC-
Klasse I und Il Enzymen aus Zellen, Extrakten oder aufgereinig-
ten Enzymfraktionen. Die Assays sind 10- bis 100-Mal sensitiver
als vergleichbare fluoreszente Messungen und erfordern weni-
ger Einzelschritte sowie nur geringe Enzymmengen fiir ein sehr
gutes Signal-Hintergrund-Verhaltnis. Die lumineszenten HDAC-
Assays konnen mit fluoreszenten zellbasierten Assays zur zeit-
gleichen Bestimmung von Viabilitat und Zytotoxizitat kombi-
niert werden.

Assay-Prinzip

Der Assay beruht auf der enzymatischen Kopplung der HDAC-
Aktivitat an die Luciferase-Reaktion. Die Reagenzien enthalten
ein zellpermeables Peptidsubstrat, das aus einer acetylierten
Lysin-Peptidsequenz aus Histon-4 besteht und an Aminolucife-
rin gekoppelt ist. Nach Deacetylierung des Lysinrestes durch
HDAC-Enzyme wird das Peptid durch ein Developer-Enzym von
Aminoluciferin abgespalten. Das Aminoluciferin dient als
Substrat fiir die Ultra-Glo™ Luciferase. Das HDAC-vermittelte
Lumineszenz-Signal ist proportional zur Deacetylase-Aktivitat.
Die Zellpermeabilitat des Peptidsubstrates ermoglicht eine
Real-Time Messung der HDAC-Inhibierung und nachfolgende
Analysen des Ansatzes. Als Kontrolle steht ein deacetyliertes
Substrat zur Verfligung.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Maker HDAC-Enzymaktivitat
Anwendung Bestimmung von HDAC Klasse | und Il

Enzymaktivitaten

Ausgangsmaterial  Llysierte oder nicht-lysierte Zelllinien

(primar, adharent oder in Suspension)

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay,
automatisierbar
Zeitbedarf 15-45 Minuten

(V]
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H N OH
Boc-XX N
T
o H
o HDAC-Glo™ I/11
Substrat
(o}
HDAC
Y o
Boc-XX NH
Developer
Reagent
Ultra-Glo™
Luciferase
>_< OH ——— LicHT
ATP, Mg+
Priméare Kardiomyozyten
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Primare Kardiomyocyten und U937 Zellen wurden in 96-Well-Platten
ausgesat. Eine serielle Verdiinnung von Apicidin wurde zugegeben
und 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei einer Halfte der Platte wurde
HDAC-Glo™ I/1l Assay-Reagenz und bei der anderen Halfte ApoTox-
Glo® Multiplex-Reagenz zugegeben. Fluoreszenz und Lumineszenz
wurden in einem Multireader gemessen.

Diese Daten zeigen, dass HDAC I/Il in beiden Zelltypen inhibiert wer-
den kann, jedoch mit unterschiedlichen Folgen. Differenzierte Kar-
diomyocyten sind bei HDAC-Inhibition weniger anfallig in ihrer Uber-
lebensfahigkeit, wohingegen Krebszellen sehr empfindlich reagie-
ren. Daher sind HDAC-Inhibitoren eine interessante Targetgruppe fiir
Krebstherapeutika.
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SIRT-Glo™ Assays and Screening Systems

Biochemisch

Anwendung
Bestimmung der Sirtuin Enzymaktivitat; Screening von SIRT-
Inhibitoren.

Assay-Beschreibung
Bestimmung der Enzymaktivitat von NAD*-abhangigen (Klasse IlI
Histon-Deacetylasen) Sirtuinen (SIRT1-6). Dieser Assay ist als
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biochemischer Assay verfiigbar.

Assay-Prinzip
Der Assay beruht — wie auch der HDAC-Assay — auf einer enzy-
matischen Kopplung der SIRT-Aktivitdt an die Luciferase-

@ SIRT, IC50=188 nm-
Reaktion. Die Reagenzien enthalten ein zellpermeables lumino- | ® HDAC1 (noinhibitor) |

genes Peptidsubstrat, das die Lysin-Peptidsequenz von p53 ent-

halt und an Aminoluciferin gekoppelt ist. EX-527 — ein starker und sehr spezifischer SIRT Inhibitor — wurde in
SIRT-Glo-Puffer oder HDAC-Glo-Puffer seriell verdiinnt. Rekombinan-
tes SIRT1 (Enzo) oder HDAC1 (Enzo) Enzym wurden verdiinnt und zur
Assay-Merkmale Verdiinnungsreihe von EX-527 gegeben. Die Ansitze wurden 30 Mi-

Assav-T Lumineszent (Glow-Type) nuten bei RT inkubiert. SIRT-Glo™ Assay-Reagenz oder HDAC-Glo™
y-lyp yp I/1l Assay-Reagenz wurden zugegeben und nach 30 Minuten im Lu-
Anwendung Bestimmung von SIRT 1-6 minometer gemessen.

Enzymaktlwtaten Diese Daten zeigen, dass Sirtuin-Inhibitoren nicht auch HDAC I/Il En-

Ausgangsmaterial  aufgereinigte Enzyme zyme inhibieren — auch wenn es Ausnahmen gibt. HDAC I/l Enyzme
werden typischerweise von Verbindungen inhibiert, die als Chelat-

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay, bildner fiir Zink aus dem aktiven Zentrum des Enzyms wirken. Diese
automatisierbar Verbindungen wiederum inhibieren keine Sirtuine, da diese fiir die
Zeit 15—45 Minuten Deacetylierung einen Mechanismus nutzen, der NAD* als Cofaktor

benétigt.
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UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay

Biochemisch

Anwendung

Untersuchung der Glycosyltransferase-Aktivitdt und deren Re-
gulierung durch den Nachweis von UDP. Screening von selekti-
ven und potenziellen Glykosylierungsinhibitoren.

Assay-Beschreibung

UDP-Zucker sind die haufigsten Zucker-Donoren fiir glykosylie-
rende Enzyme (z.B. UDP-Galactose, UDP-Glucose, UDP-GlcNac,
UDP-Glucuronsaure). Der UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay
basiert auf dem Nachweis von UDP als universellem Reaktions-
produkt der Glycosyltransferase (GT)-Aktivitat. Dieser homoge-
ne, biolumineszente Assay zeichnet sich mit einer Signalstabili-
tat von 100% nach 150 Minuten und einem 2-fachen Signalhin-
tergrundverhaltnis beim Nachweis von 10 nM UDP insbesonde-
re durch seine Sensitivitat und Robustheit aus. Der Assay ist
schnell durchzufiihren und erfordert keine Antikorper oder zu-
satzliche Substrate. Durch die hohe Flexibilitat des Assay-Forma-
tes konnen markierte, native, gereinigte oder an Affinitats-
Beads gebundene Glycosyltransferasen eingesetzt werden.

Assay-Prinzip

Nach Ablauf der GT-Reaktion und Zugabe des Reagenzes wird in
nur einem Schritt UDP in ATP konvertiert und dieses unter Aus-
senden von Licht in der Luciferase- Reaktion umgesetzt. Ein stabi-
les Lumineszenzsignal kann nach einer Inkubationszeit von 60
Minuten gemessen werden. Das generierte Lumineszenzsignal
ist proportional zur Konzentration an UDP in der Probe und kann
in einem Bereich von wenigen nM bis 20 pM nachgewiesen wer-
den. Der Assay ist resistent gegen chemische Einfliisse und eignet
sich daher besonders fiir das Screening von GT-Inhibitoren.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszenter homogener 1-Schritt Assay

Marker uDP

Anwendung  Untersuchung der Glycosyltransferase-Aktivitat
und deren Regulierung. Screening von selektiven
und potenziellen Glykosylierungsinhibitoren.

Proben- Markierte, native, gereinigte oder an Affini-

material tats-Beats gebundene Glycosyltransferasen

Zeitaufwand 60 Minuten

Sensitivitat Nachweis von 0,1 — 0,5 pmol UDP mit einem
2-fachen Signalhintergrundverhaltnis
Robust HTS-geeignet, 96—1536 Well-Format

UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay-Prinzip

96-Well Platte

25 pl GT-Reaktion
(UDP-Zucker-Donor + Akzeptor-Substrat + GT)
30-60 Minuten Inkubation

Einfaches ,,Add and
Read” Format:

Keine Radioisotope
Keine Produktseparation
Keine HPLC

25 pl UDP-D ionsreagenz
60 Minu kubation

Messung der Lumineszenz

UDP-

UDP UDP Detektions- i

reagenz

GT +
‘ - Ein Schritt:
UDP- A &

Konversion von UDP zu ATP
und Luciferase-Reaktion

Reaktions-
produkt

UDP-produzierende
Reaktion

UDP-Detektionsassay

GT Glycosyltransferase UDP-~ UDP-Zucker-Substrat

‘ Clycosyltransferase-Substrat

Der UDP-Glo™ Glycosyl-
transferase Assay eignet
sich besonders fiir das
Screening von selektiven
und potenziellen
Glykosyltransferase-
Inhibitoren.

O-GlcNAc Transferase-
Reaktion (25 pl)
50 UM OGT Peptid-Substrat
100 UM UDP-N-Acetylglucosamin
2.5ng OGT

0-500 pM Inhibitoren
60 Minuten Inkubation

25 pl UDP-D ionsreagenz
60 Minu kubation

Dosis-Wirkungsbeziehung
von OGT-Inhibitoren

Messung der Lumineszenz

| 57078925 IC = 55,5 UM
| © S5T0458491C50 =577 UM |
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VI Zellsignalwege

Die Untersuchung von Zellsignalwegen ist von besonderer Be-
deutung fiir das Verstandnis zelluldrer Vorgange. Hierbei sind
viele Proteine und sekundare Botenstoffe beteiligt, die tiber Sig-
nalkaskaden extrazelluldre Informationen umwandeln und in
das Zellinnere weiterleiten. Darliber werden zelluldre Prozesse
wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose gesteuert. Die
Induktion der Signalkaskaden erfolgt im Allgemeinen Uber die
Bindung von extrazelluldren Liganden wie Wachstumsfaktoren,
Zytokinen, Neurotransmittern oder Hormonen an die ent-
sprechenden Zellrezeptoren. Die G-Protein gekoppelten Rezep-
toren (GPCRs) stellen dabei eine der groiten Rezeptorfamilien
innerhalb des humanen Genoms dar. Sie sind Angriffspunkt bei
mehr als der Halfte aller markteingefiihrten Wirkstoffe. Die
Hauptklasse der GPCRs beeinflusst den zelluldren Gehalt an
cAMP, ein sekundarer Botenstoff, der zahlreiche Effektorsysteme
und u.a. die Gentranskription beeinflusst. Nach Behandlung von
Zellen mit GPCR-Modulatoren kann der cAMP-Gehalt zellbasiert
mit dem cAMP-Glo™ Assay bestimmt werden. Der sekundare
Botenstoff cAMP aktiviert die Proteinkinase-A (PKA), die wieder-
um Uber Proteinphosphorylierung zur Signalweiterleitung bei-
tragt. Proteinphosphorylierung ist die haufigste post-translatio-
nale Modifikation, die zur Weiterleitung und Amplifikation pri-
madrer Signale fiihrt. Deshalb nehmen sowohl Kinasen als auch
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Phosphatasen eine Schliisselrolle in vielen Signalwegen ein. Die
Aktivitaten gereinigter Kinasen bzw. ATPasen konnen mit dem
ADP-Glo™- oder Kinase-Glo®-Assay bestimmt werden. Die Phos-
phodiesterasen (PDEs) stellen eine weitere wichtige Gruppe
innerhalb der Signaltransduktion dar. Sie regulieren iiber die
Degradation der sekunddren Botenstoffe cAMP und cGMP die
Signaltransduktion. Die Aktivitat gereinigter PDEs kann mit dem
PDE-Glo™ Phophodiesterase Assay bestimmt werden. GTPasen
spielen eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von Zellfunk-
tionen, wie z.B. der Signaltransduktion, Zellproliferation, Zelldif-
ferenzierung, Modulation des Zytoskeletts und Zellbeweglich-
keit. GTPasen fungieren in der Signalweiterleitung als molekula-
re ,,Schalter, da sie durch alternierende Bindung der Nukleotide
GDP und GTP aktiviert oder inaktiviert werden kénnen. Eine
Deregulierung oder Mutation dieser Proteine ist die Ursache
einer Vielzahl pathologischer Erkrankungen.

cAMP-Glo™ Max Assay

ADP-Glo™ Kinase Assay

ADP-Glo™ Max Assay

Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay

AMP-Glo™ Assay

PDE-Glo™ Phosphodiesterase Assay

GTPase-Glo™ Assay
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cAMP-Glo™ Max Assay (GPCR-Signalweg)

Zellbasiert & Biochemisch

Anwendung
Hochdurchsatz-Analysen von Wirkstoff-Bibliotheken fiir die
Identifizierung von Modulatoren der GPCR-Aktivitat; Quantifi-

zierung des cAMP-Levels in einer Vielzahl von Zelllinien.

Assay-Beschreibung

Der cAMP-Glo™ Max Assay ist ein robuster, hochsensitiver Bio-
lumineszenztest zur Messung des cAMP-Gehalts in Zellen
(Suspensionszellen, adharenten oder gefrorenen Zellen). Der
Assay im Multiwell-Format ist speziell fiir Hochdurchsatzan-
wendungen konzipiert. Bereits nach einer halben Stunde ist die
maximale Signalstarke erreicht. Das ausgezeichnete Signal-
Hintergrund-Verhaltnis garantiert ein breites Messfenster bei
hochster Sensitivitat. Die Lyse und die anschlieBende cAMP-
Reaktion werden durch Zugabe des cAMP-Glo™ ONE-Puffers
initiiert.

Assay-Prinzip

Der cAMP-Glo™ Max Assay lasst sich in zwei Schritte untertei-
len: Durch Zugabe des cAMP-Glo™ ONE-Puffers werden die Zellen
lysiert, um das intrazelluldre CAMP freizusetzen. Das im Rea-
genz enthaltene Proteinkinase-A (PKA) Holoenzym wird durch
Bindung von cAMP aktiviert. Die aktive PKA verbraucht ATP zur
Substratphosphorylierung, wodurch die ATP-Konzentration
abnimmt. Mit der Zugabe von Kinase-Glo®-Reagenz wird die
Reaktion der PKA gestoppt und das verbleibende ATP in einer
gekoppelten Luciferase-Reaktion umgesetzt. Das stabile Lumi-
neszenz-Signal ist hierbei umgekehrt proportional zur cAMP-
Konzentration.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszenz (Glow-Type; T1/2 > 4h)

Anwendung Quantitative Bestimmung des cAMP-
Gehalts

Probenmaterial Zelllinien

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Signal-Hintergrund  >200 (mit cAMP), >15 (in Zellen).
Zeitbedarf 30 Minuten

Robust Skalierbar von 96—1536-Well-Format

Darstellung der cAMP-Bildung in der Zelle
und das Assay-Prinzip des cAMP-Glo™ Max Assays

Ligand

Inaktive
Adenylatcyclase Aktive

. Adenylatcyclase

«_DGTP

G-Protein gekoppelter
Rezeptor

C)G

N

cAMP

G Protein

Phosphoryllertes
Proteinkinase-A
Substrat

1 CcAMP w CcAMP

Akt|ve Inaktives Proteinkinase-A

Luciferin Proteinkinase-A Holoenzym

+0,

Proteinkinase-A
Luciferase Substrat

Oxyluciferin
+AMP
+

LicHT

Bestimmung des cAMP-Gehalts nach Behandlung
von Zellen mit GPCR-Modulatoren
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Antagonist-abhangige Dosis-Wirkungskurve am Beispiel des Do-
pamin D1-Rezeptors. D293 Zellen, die stabil den Dopamin D1-
Rezeptor exprimieren (5.000 Zellen/Well), wurden in Anwesenheit
von 100 nM Dopamin (Agonist) mit verschiedenen Konzentratio-
nen der Testsubstanz SCH23390 (Antagonist) behandelt. Im Kon-
trollansatz wurde die Substanz Alprenolol eingesetzt. Erhaltene IC,,
Werte korrelieren mit kompetitiven radioaktiven Bindungsassays.
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ADP-Glo™ Kinase Assay

Biochemisch

Anwendung

Bestimmung der Effekte von Kinase-Aktivatoren oder -Inhibi-
toren;

Identifizierung von selektiven Wirkstoffsubstanzen gegen die
Ziel-Kinasen;

Bestimmung der Aktivitat von immunoprazipitierten Kinasen.

Assay-Beschreibung

Die universelle ADP-Glo™ Kinase Assay Familie wird zum Nach-
weis von Kinaseaktivitditen und ATPasen eingesetzt und hat
sich insbesondere fiir schwierige Kinasen, wie z.B. Rezeptor-
tyrosin-Kinasen, bewdhrt. Der ADP-Glo™ Assay ist eine einfache,
schnelle und hochsensitive in vitro Methode, die ohne Radioak-
tivitat auskommt und mit jedem beliebigen Kinase-Substrat
(Lipid, Peptid, Protein oder Zucker) durchgefiihrt werden kann.
In diesem Assay kann das ATP der Kinase-Reaktion Uber einen
sehr breiten linearen Konzentrationsbereich (Mikro- bis Milli-
molar) zugegeben werden. Das erlaubt die Unterscheidung
zwischen kompetitiven und nicht-kompetitiven Inhibitoren.
Hohe Signal-Hintergrund-Verhaltnisse sind so auch bei niedri-
ger ATP-zu-ADP-Umsetzung (0,2 pmol ADP) erreichbar und
ermoglichen eine Automatisierung und Miniaturisierung des
Assays bei optimalen Z‘-Werten > 0,7.

Assay-Prinzip

Der ADP-Glo™ Assay wird in zwei Schritten durchgefiihrt: Im
ersten Schritt wird die Kinase-Reaktion durch die Zugabe des
ADP-Glo™ Assay-Reagenz gestoppt und das im Reaktionsansatz
verbleibende ATP depletiert. Im zweiten Schritt wird das ADP, das
durch die Aktivitat der Kinase entstanden ist, in ATP umgewan-
delt. Dieses neu synthetisierte ATP steht als limitierender Faktor
fiir die anschlieBende Luciferase-Reaktion zur Verfiigung. Das sta-
bile Lichtsignal ist direkt proportional zur Kinase-Aktivitat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung
der Kinase-Aktivitat

Aufgereinigte Kinasen

Probenmaterial

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 60—90 Minuten
Sensitivitat Nachweis noch bei geringsten

Enzymkonzentrationen; 0,2 pmol ADP

" Lumineszenz (RLU x 10) |

ZELLSIGNALWEGE

Einfache Durchfiihrung:

[ @ arp
i A ApP

Kinase- oder ATPase-Reaktion\¢

Schritt 1: ATP-Depletion
ADP-Glo™-Reagenz

Schritt 2: ADP-Detektion

=] — 5l

Kinase-Detektionsreagenz

ADP-Glo™ Kinase Assay ist zum Nachweis verschiedenster
Kinasen unabhingig von der Substratklasse geeignet

Tyrosin-Kinase
Poly Glu -Tyr, (Peptid)

Serin-Threonin Kinase
Peptide + dsDNA
(Aktivator) L

" Lumineszenz (RLU X 10%)

Lipid Kinase Hexokinase
Phosphatidylinositol Glucose (Zucker)
(Lipid) Py

Lumineszenz (RLU x 103)

Bestimmung verschiedener Kinase-Aktivitaten
mit dem ADP-Glo™ Kinase Assay
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ADP-Glo™ Max Assay

Biochemisch

Anwendung
Bestimmung von ATP-abbauenden Enzymen mit hohen K,-
Werten fiir ATP.

Assay-Beschreibung

Der ADP-Glo™ Max Assay ist eine Weiterentwicklung des ADP-
Glo™ Kinase Assays. Wahrend im ADP-Glo™ Kinase Assay bis zu
1 mM ATP eingesetzt werden kann, toleriert der ADP-Glo™ Max
Konzentrationen bis zu 5 mM ATP und ist daher besonders fiir En-
zyme mit hohen K,-Werten fiir ATP geeignet, wie z.B. ATPasen.

Assay-Prinzip
Das Assay-Prinzip und die Durchfiihrung des ADP-Glo™ Max
Assays sind identisch mit dem ADP-Glo™ Kinase Assay.

[vi]

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung von
ATP-abbauenden Enzymen
mit hohem K,-Wert fir ATP

Aufgereinigte Kinasen, ATPasen

Probenmaterial

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 60—90 Minuten
Sensitiv Nachweis noch bei geringsten

Enzymkonzentrationen

Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay

Biochemisch

Anwendung

Screening und Identifizierung von Kinase-Inhibitoren;
Unterscheidung zwischen ATP-kompetitiven und nicht-kompe-
titiven Inhibitoren.

Assay-Beschreibung

Die homogene Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay Familie
wird zur Aktivitatsbestimmung gereinigter Kinasen uber die
Quantifizierung des verbleibenden ATP-Gehalts im Reaktions-
ansatz eingesetzt. Die Assays dieser Familie sind homogen, ein-
fach durchfiihrbar und nicht-radioaktiv. Weiterhin kann jedes
beliebige Kinase-Substrat (Peptid, Protein, Lipid oder Zucker) in
diesem universellen Assay-Format verwendet werden.

Die Kinase-Glo® Assays sind miniaturisierbar und eignen sich
fiir Hochdurchsatzverfahren bei einer langen Signalstabilitat
(T.» > 5h) und exzellenten Z’-Werten. Die Kinase-Glo®-Plattform
besteht aus drei Assay-Formaten, mit denen die Kinase-Aktivi-
taten innerhalb definierter ATP-Konzentration bestimmt werden
konnen:

Kinase-Glo® Assay: 10 pM ATP

Kinase-Glo® Plus Assay: 100 uM ATP

Kinase-Glo® Max Assay: 500 pM ATP

Assay-Prinzip

Die Zugabe des Kinase-Glo®-Reagenz fiihrt zur Terminierung der
Kinase-Reaktion. Das von der Kinase nicht verbrauchte ATP wird
von der Ultra-Glo™-Luciferase in ein stabiles Lichtsignal umge-

setzt. Das Signal ist invers proportional zur Kinase-Aktivitat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung von Kinase-
Aktivitaten uber den verbleibenden ATP-
Gehalt

Gereinigte Kinasen

Probenmaterial

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Linearitat Linear bis zu einer ATP-Konzentration von
500 pM ATP

Zeitbedarf 10—-15 Minuten
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AMP-Glo™ Assay

Biochemisch

Anwendung

Quantitatives Monitoring der Konzentration von AMP in einer
biochemischen Reaktion; Hochdurchsatz-Analysen von Wirk-
stoff-Bibliotheken auf den Effekt der Ziel-Enzyme.

Assay-Beschreibung

Der AMP-Glo™ Assay ist eine robuste und hochsensitive biolu-
mineszente Methode, um den AMP-Gehalt einer biochemi-
schen Reaktion durch die Generierung eines Lumineszenzsig-
nals zu messen. Dieses vielseitige System ermoglicht die Be-
stimmung einer Vielzahl von Enzymen, wie z.B. zyklische AMP-
spezifische Phosphodiesterasen, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen,
DNA-Ligasen und Ubiquitin-Ligasen oder AMP-modulierten En-
zymen. Das stabile Lumineszenzsignal ermoglicht die Anwen-
dung im Hochdurchsatz. Der Assay kann zur Bestimmung des
AMP-Gehalts sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit
von ATP als Substrat angewendet werden.

Assay-Prinzip

Der Assay enthalt zwei Reagenzien: Das erste Reagenz beendet
die AMP-generierende enzymatische Reaktion bei gleichzeiti-
ger Entfernung von ATP und der Umwandlung von produzier-
tem AMP zu ADP. Nach Zugabe des zweiten Reagenzes wird das
ADP in ATP umgewandelt, welches dann der Luciferase-Reak-
tion zur Verfligung steht. Der Assay ist besonders fiir biochemi-
sche Reaktionen mit Enzymen geeignet, die kein ATP als Sub-
strat verwenden.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung
des AMP-Gehaltes

Ubiquitin-Ligase, zyklische AMP-spezifische

Probenmaterial
Phosphodiesterase, Aminoacyl-tRNA-Syn-
thetase, DNA-Ligase, poly(A)-Deadeny-
lase, Demethylase (indirekte Methode)

Durchfiihrung

Homogen, 2-Schritt-Assay

Zeitbedarf

2 Stunden

Hohe Signale bei
geringer Substrat-

umwandlung

Ermoglicht die Bestimmung von sehr ge-
ringen Enzymaktivitaten (nahe physiolo-
gischen Bedingungen)

Robust

Z’-Faktor > 0,7, Skalierbar von 96—1536-
Well-Format

ZELLSIGNALWEGE

Substrate fiir Enzyme, die kein ATP verwenden

cAMP
RNA
NAD

Andere Substrate
+/- zusatzliche Substanzen

AMP-GLo™ AMP DETEKTIONS-
REAGENZ | REAGENZ
AMI’: _— LicHT
A ATP Depletion Luciferase
Reaktion
Andere Substrate

+/- zusatzliche Substanzen

Keine Interferenz durch ATP und cAMP
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W AMP+100 UM ATP
A AMP+10 UM AMP |

Titration von reinem AMP. Die Reaktionen wurden in den angege-
benen AMP-Konzentrationen in 384-Well Platten angesetzt und
anschlieRend mit 100 uM ATP oder mit 10 uM cAMP versetzt. Jeder
Messpunkt ist der Mittelwert von vier separaten Reaktionen.
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Phosphodiesterasen

Zyklische Nukleotid-Phosphodiesterasen (PDE) kommen in
unterschiedlichen Geweben und Organen vor und hydroly-
sieren die Second Messenger Signal-Molekiile cAMP und
cGMP. Aufgrund dieser Fahigkeit sind PDEs in unzdhlige zel-
lulare Prozesse involviert und konnten mit verschiedenen
Krankheitsbildern wie z.B. Asthma oder Autoimmunerkran-
kungen in Verbindung gebracht werden. Die Verfiigbarkeit
selektiver PDE-Inhibitoren hat die Untersuchung der zykli-
schen Nukleotid-Signalwirkung erleichtert. Somit ist es mog-
lich die Rolle der PDEs bei zellularen oder Gewebeverande-

rungen zu erforschen.

an

cNMP NMP
Phosphoryllertes P
Proteinkinase-A
Substrat
} cNMP cNMP
o Aktive Inaktives Proteinkinase-A
Luciferin Proteinkinase-A Holoenzym
+0,
Protemkmase A
Substrat
Luciferase
Oxyluciferin
+AMP
+ cNMP = cAMP oder cGMP
NMP = AMP oder GMP
LicHT

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung der

Phosphodiesterase-Aktivitaten

Probenmaterial Aufgereinigte Phosphodiesterase

Durchfiihrung Homogen, 3-Schritt-Assay
Zeitbedarf 1 Stunde
Robust HTS geeignet; exzellentes Signal-

Hintergund-Verhaltnis

[vi]

PDE-Glo™ Phosphodiesterase Assay

Biochemisch

Anwendung
Bestimmung der zyklischen Nukleotid-Phosphodiesterase-
Aktivitat.

Assay-Beschreibung

Der PDE-Glo™ Phosphodiesterase Assay ist ein robuster und zu-
verlassiger Assay zur Bestimmung der Aktivitat gereinigter
PDEs. Der Assay ist sowohl fiir die Verwendung von cAMP- als
auch cGMP-spezifischen Phosphodiesterasen optimiert. Der
einfache und sensitive Assay kann innerhalb von 60 Minuten
durchgefiihrt werden. Darliber hinaus sind seine Miniaturisier-
barkeit, die lange Signalstabilitdt und das exzellente Signal-
Hintergrund-Verhaltnis ideal fiir den Einsatz in automatisier-
ten Hochdurchsatzmessungen.

Assay-Prinzip

Der PDE-Glo™ Phosphodiesterase Assay umfasst die Zugabe von
drei verschiedenen Reagenzien zum Reaktionsansatz. Im
ersten Schritt des Assays wird die Phosphodiesterase-Reaktion
durch die Zugabe des PDE-Glo™ Termination Puffers gestoppt.
Die PDE-Detektionslosung enthalt inaktives Proteinkinase-A
(PKA) Holoenzym, ein PKA-Substrat und ATP. Die Bindung zykli-
scher Nukleotid-Monophosphate (c(NMPs) an das inaktive PKA-
Holoenzym bewirkt (iber eine Konformationsdnderung die
Freisetzung seiner katalytischen Untereinheiten, welche dann
unter ATP-Verbrauch die Ubertragung des terminalen Phospha-
tes auf ein PKA-Substrat katalysieren. Mit dem Luciferase-
basierten Kinase-Glo® Reagenz kann nun die verbleibende
Menge an ATP bestimmt werden. Da die Phosphodiesterasen
cAMP bzw. cGMP zu AMP bzw. GMP hydrolysieren konnen,
nimmt die Menge an zyklischem Nukleotid-Monophosphat ab.
Je weniger zyklisches Nukleotid-Monophosphat im Reak-
tionsansatz vorhanden ist, desto weniger PKA kann aktiviert
und ATP verbraucht werden, welches nun fiur die Ultra-Glo™-
Luciferase-Reaktion zur Verfligung steht. Daraus resultiert eine
gesteigerte Biolumineszenz. Diese ist somit direkt proportional
zu den verbleibenden ATP-Mengen, welche wiederum invers-
proportional zur Aktivitat der PDE ist.
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GTPase-Glo™ Assay

Biochemisch

Anwendung

Bestimmung des Effekts von Protein-Modulatoren (wie z.B. GAP-
und GEF-Proteine) auf die GTPase-Aktivitat; besonders geeig-
net fir Hochdurchsatz-Analysen.

Assay-Beschreibung

Der GTPase-Glo™ Assay misst durch eine ATP-abhangige Lucife-
rase-Reaktion die wichtigsten Komponenten des GTPase-Zyklus,
wie z.B. die intrinsische GTPase-Aktivitat, GAP-stimulierende
GTPase-Aktivitat, GAP-Aktivitat und GEF-Aktivitat. Die GTPase-,
GAP- und GEF-Aktivitat korreliert invers mit der Menge an
generiertem Licht. Eine hochaktive GTPase hydrolysiert mehr
GTP, wodurch weniger ATP produziert wird und der Luciferase-
Reaktion zur Verfligung steht, resultierend in einem geringeren
Lumineszenzsignal.

Assay-Prinzip

Der Assay beruht auf der Bestimmung des verbleibenden GTP-
Gehaltes nach GTP-Hydrolyse in einer GTPase-Reaktion. Das vor-
handene GTP wird nach Zugabe des GTPase-Glo™-Reagenzes
(enthalt Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase + Luciferin) in ATP
umgewandelt, welches direkt der Luciferase-Reaktion zur Verfii-
gung steht, wodurch ein stabiles Lumineszenzsignal entsteht.
Der Assay enthalt optimierte Reaktionspuffer, GTPase/GAP-Puffer
und GEF-Puffer zur Durchfiihrung von GTPase/GAP-Reaktionen
oder GEF-Reaktionen.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Marker GTPase-Aktivitat, GAP-stimulierende
GTPase-Aktivitat, GAP-Aktivitat und
GEF-Aktivitat

Anwendung Bestimmung des Effekts von Protein-
Modulatoren (wie z.B. GAP- und GEF-
Proteinen) auf die GTPase-Aktivitat

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay

Zeitbedarf GTPase-Reaktion: 60—120 Minuten;
GTPase-Nachweis: 35—40 Minuten (nach
Zugabe der Reagenzien)

Sensitivitat Exzellentes Signal-Hintergrund-Verhaltnis
bei niedrigen Enzymkonzentrationen

Robust Skalierbar von 96—1536-Well-Format

ZELLSIGNALWEGEN

Der GTPase-Zyklus und schematische Darstellung
des GTPase-Glo™ Assays
Aktiver Zustand
GTPase

GTP
P PP

GDP
P P

m GTPase Zyklus m

GTP 0
PP P GTPase
GDP
P P

Inaktiver Zustand

seas

GTPase-Reaktion\-.-
| ZR4ReE]

/GTPase-GIo"“-Reagenz

@ arp |
A cop |

\ @ AP i
Detektionsreagenz @ Lumineszenz |

GTPase in aktivem und inaktivem Zustand im Zusammenspiel mit
GDP, GTP. B. GTPase-Glo™ Assay-Prinzip. Nach der GTPase-Reaktion
wird durch Zugabe des GTPase-Glo™-Reagenzes das verbleibende
GTP zu ATP konvertiert, welches der Luciferase-Reaktion zur Verfi-
gung steht und in der Generierung eines Lumineszensignals resul-
tiert.

Stimulierung der GTPase-Aktivitat durch GAP-Proteine

Lumineszenz

Ran + RanGAP

Kontrolle (kein Enzym)
Ras + NF1-333

Kontrolle (kein Enzym)
Ran®°*+ RanGAP

A. Die Reaktionen wurden mit dem GTPase/GAP-Puffer angesetzt
und enthalten 2 uM des Wildtyps oder der Ras-Mutante (RasG12V)
sowie 1 puM NF1-333 (GAP-Protein). B. Die Reaktionen wurden mit
dem GTPase/GAP-Puffer angesetzt und enthalten 2pM des Wild-
typs oder der Ran Mutante (RanE70A) sowie 1uM RanGAP (GAP-
Protein). Ein niedriges Lumineszenzsignal weist auf eine hohe
GTPase-Aktivitat hin.
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[vi]

VIl Metabolismus von Wirkstoffen — ADME Assays

Phase | und Il Enzyme

ADME/Tox steht fiir Resorption, Verteilung, Metabolismus und
Ausscheidung von pharmazeutisch wirksamen Verbindungen
im menschlichen Kérper. Metabolische Enzyme lassen sich sehr
gut in zellbasierten und biochemischen Assays nachweisen,
jedoch kann die Nachweisgrenze limitierend sein. Die Sensi-
tivitat der Lumineszenz ist daher beim Nachweis von geringen
Enzymmengen sehr vorteilhaft. Zur Messung der ADME-Para-
meter bietet Promega verschiedene hochsensitive zellbasierte
und biochemische Assays an, die auf dem Nachweis der

Cytochrom-P450-Aktivitat, UDP-Glucuronosyltransferase-Akti-
vitdt, Monoamin-Oxidase (MAO)-Aktivitat oder des Plasma-
membranproteins P-Glykoproteins (Pgp) basieren.

P450-Glo™ CYP450 Assay Systems
P450-Glo™ CYP450 Screening Systems
Pgp-Glo™ Assay

MAO-Glo™ Assay Systems

UGT-Glo™ Assay

4
P450-Glo™  Cytochrom Luciferin 6\(?
Substrat P450 +ATP + 0O, 94\‘
Luciferase
Oxiluciferin \
LicHT + AMP + PPi + CO,
Phasel
Oxidation
Reduktion
Hydrolyse
Phase ll

Konjugation

ADP + Pi

P-Glykoprotein
ATPase

Phase lll

aktiver
Transport

&
KA
0{}0
7

S

Luciferase l

ATP —> ATP + Luciferin + O,

Oxiluciferin L
+AMP + PPi + CO, ICHY
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Cytochrom P450-Enzyme Phase |

Das Cytochrom-P450-System (CYP450) spielt bei der Verstoff-
wechselung von Arzneimitteln eine wichtige Rolle. Die En-
zyme der Cytochrom P450-Superfamilie werden hauptsach-
lich in der Leber exprimiert und fungieren als Monooxyge-
nasen. Aufgrund von Homologien in der Aminosauresequenz
unterteilt sich die Superfamilie der Cytochrom P450-Gene in
36 Gen-Familien, welche sich wiederum in Subfamilien auf-
gliedern. Die CYP3A-Subfamilie ist davon die Wichtigste. Min-

P450-Glo™ CYP450 Assay Systems

Biochemisch & Zellbasiert

Anwendung

Bestimmung der rekombinanten CYP450-Aktivitat in Membran-
fraktionen von heterologen Expressionssystemen, wie z. B. 59
Zellen und E.coli;

Bestimmung der nativen CYP450-Aktivitat in Mikrosomal-
fraktionen von Geweben (z.B. HLMs: Human Liver Microsomes);
Identifizierung und Charakterisierung von CYP induzierenden
und inhibierenden Wirkstoffen in Zellen.

Assay-Beschreibung

Alle CYP450-Assays besitzen eine ausgezeichnete Sensitivitat,
eine geringe Hintergrundsignalstarke und einen breiten Mess-
bereich. Die Assays konnen biochemisch fiir zellfreie CYP-Inhi-
bierungsstudien eingesetzt werden, manche zudem zur zellba-
sierten CYP-Induktion. Der Vorteil des nicht-lytischen Assays ist
die Kombination mit weiteren Nachweismethoden, z.B. konnen
die Zellen durch den CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay auf ihre Viabilitat getestet werden.

Assay-Prinzip

Bei den lumineszenten CYP450-Assays ist das Luciferasesubstrat
so modifiziert, dass es spezifisch von den CYP450-Isoenzymen er-
kannt und metabolisiert wird. In diesem ersten Schritt der Reak-
tion wird Luciferin freigesetzt, welches anschlieRend im zweiten
Schritt in der Luciferase-Reaktion umgesetzt wird. Die entstehen-
de Lumineszenz ist proportional zur CYP450-Aktivitat. Fiir ein
nicht-lytisches Assay-Format kann der Zelliiberstand gemessen
werden. Alternativ wird durch direkte Zugabe des Detektionsrea-
genzes zu den Zellen (lytischer Assay) ein stabiles Lumineszenz-
Signal gemessen.
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destens 50 bis 60 Prozent aller therapeutisch eingesetzten
Arzneistoffe sind CYP3A-Substrate. Zur Bestimmung der In-
duktion und Inhibition der CYP450-Enzymaktivitaten werden
verschiedene Methoden eingesetzt. Die lumineszenten
Assays haben im Vergleich zu bekannten radioaktiven und
LC/MS-Methoden den Vorteil, dass sie bei vergleichbaren 1Cs,-
und EC,,-Werten schneller und einfacher durchzufiihren sind.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker CYP450-Enzyme
Anwendung Bestimmung der Cytochrom P450-

Enzymaktivitat

Probenmaterial Native und rekombinante Fraktionen,

primare Leberzellen

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 20-60 Minuten
Luciferin-
CYP- Detektions-
P450-Glo™-Substrat Enzyme N, reagenz
(Proluciferin) _— >—R _— LicHT
HO S
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CYP3A4/Luciferin-IPA

u  Azamulin, ICSO =122 uM
¢ Ketoconazol, IC = 0,26 uM

Clotrimazol, IC = 0,24 uM

% Lumineszenz

Primdre Hepatozyten eines 40-jahrigen Spenders wurden mit
unterschiedlichen CYP3A4 Inhibitoren behandelt und die Enzym-
aktivitat mittels des zellgangigen CYP3A4 Substrats Luciferin-IPA
ermittelt. Die Zellen wurden hierzu 15 Minuten in einer Suspen-
sionskultur mit dem Aminoluciferinsubstrat inkubiert.

Troleandomycin, IC.,=3,99 M

[vii]

CYP2D6/Luciferin-ME EGE

@ Quinid, IC,,= 0,1 yM
. M Dextrom, IC =67uM |
: @ Bufuralol, ICSD= 22,7 UM

% Aktivitdt

Rekombinantes CYP2D6 wurde zur Untersuchung der Wirkung ver-
schiedener Substanzen auf die Aktivitdt des Leberenzyms einge-
setzt. Aktives CYP2D6 setzt ihr Substrat Luciferin-MEEGE um,
Luciferin entsteht und dient wiederum der Firefly Luciferase im
zweiten Reaktionsschritt als Substrat. Das hierbei entstehende
Lichtsignal ist proportional zur CYP-Aktivitat.

P450-Glo™ CYP3A4 Assay with Luciferin-IPA BCA & ZBA, Inhibition und Induktion Luc-1PA
1A2 P450-Glo™ CYP1A2 Induction/Inhibition Assay BCA & ZBA, Inhibition und Induktion Luc-1A2
2C9 P450-Glo™ CYP2C9 Assay BCA & ZBA, Inhibition und Induktion Luc-H
4A11 (4A1,2,3) Luciferin-4A und Luciferin-Detektionsreagenz BCA & ZBA, Inhibition und Induktion Luc-4A
2D6 (1A1, 1A2) P450-Glo™ CYP2D6 Assay BCA, Inhibition Luciferin-ME-EGE
2C19 (1A1, 1A2) P450-Glo™ CYP2C19 Assay BCA, Inhibition Luciferin-H-EGE
1A1, 1B1, 3A7 P450-Glo™ CYP1A1 Assay BCA, Inhibition Luciferin-CEE
1A1, 1B1, 3A7 P450-Glo™ CYP1B1 Assay BCA, Inhibition Luciferin-CEE
A2,2C8/9,2)2,4A11,4F3B,19 || P450-Glo™ CYP2C8 Assay BCA, Inhibition Luciferin-ME
3A7 Luciferin-3A7 und Luciferin-Detektionsreagenz BCA, Inhibition Luciferin-3A7
4F2, 4F3 Luciferin-4F2/3 und Luciferin-Detektionsreagenz BCA, Inhibition Luciferin-4F2/3
4F12 Luciferin-4F12 und Luciferin-Detektionsreagenz BCA, Inhibition Luciferin-4F12
2J2, 4F12 Luciferin-2J2/4F12 (Ester) und Luciferin-Detektionsreagenz mit Esterase BCA, Inhibition Luciferin-2J2/4F12 (Ester)
Viele CYPs Luciferin-MultiCYP (Ester) und Luciferin-Detektionsreagenz mit Esterase BCA, Inhibition Luciferin-MultiCYP (Ester)

* BCA: Biochemischer Assay; ZBA: Zellbasierter Assay.

P450-Glo™ CYP450 Screening Systems

Biochemisch

Anwendung
Screening von Wirkstoffen zur Bestimmung der Regulations-
fahigkeit der CYP450-Aktivitat.

Assay-Beschreibung
Die P450-Glo™-Screening-Systeme beinhalten zusatzlich zum
jeweiligen Cytochrom P450-Assay eine Membranpraparation

mit rekombinantem humanem Cytochrom-P450-Enzym, P450-
Reduktase (bei CYP2C9 und CYP3A4 auBerdem Cytochrom b5),
sowie als Negativkontrolle eine Membranfraktion ohne P450-
Aktivitat. Damit sind alle Komponenten fiir einen kompletten
Assay enthalten. Das Screeningsystem ist fiir folgende huma-
nen CYP450-Isoformen erhéltlich: CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6,
CYP2C19, CYP3A4.
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P-Glykoprotein ATPase Phase |

P-Glykoprotein (Pgp) ist ein 170 kDa groRes integrales Plas-
mamembranprotein, das als ATP-abhangige Effluxpumpe
(ABC-Transporter) xenobiotische Stoffe aktiv zuriicktranspor-
tiert. Pgp, das auch als MDR1 oder ABCB1 bekannt ist, spielt
eine wichtige Rolle bei Mehrfachresistenzen gegen Zytosta-
tika (sog. Multi-Drug-Resistenzen, MDR) und Medikamenten-
wechselwirkungen. Verschiedene Verbindungen interagieren
mit Pgp und bewirken eine Stimulation oder eine Inhibition
seiner ATPase-Aktivitat.

N
| y 5 i
o 4 o ‘ P-Glykoprotein
N
- Plasmamembran

ATP-bindende
Domiéne

5

ATP  ADP I N
+Pi (o) o~
v 0"

Verapamil N
Testverbindung

Ultra-Glo™

o Luciferase  Oxyluciferin +
Luciferin + ATP —— AMP, PPi, CO, LicHT

Stimulation der Pgp-ATPase-Aktivitat

In der Abbildung ist die Zunahme der Pgp-Aktivitat nach Stimulation
mit Verapamil im Vergleich zur Basalaktivitat dargestellt.
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Pgp-Glo™ Assay Systems

Biochemisch

Anwendung
Screening von Wirkstoffen zur Stimulation und Inhibition der
P-Glycoprotein ATPase-Aktivitat.

Assay-Beschreibung

Das Pgp-Glo™ Assay System enthilt alle erforderlichen Rea-
genzien zur Durchfiihrung des lumineszenten P-Glykoprotein-
ATPase-Nachweises. Der Assay wird bei Pharma- und Wirkstoff-
screenings und bei der Untersuchung verschiedener Faktoren
auf die P-Glykoprotein-Enzymaktivitdt eingesetzt.

Assay-Prinzip

Der Assay basiert auf der ATP-abhangigen Reaktion der Firefly
Luciferase, wodurch der direkte Umsatz von ATP gemessen wird.
Im ersten Schritt wird eine behandelte/unbehandelte Pgp
Membranfraktion mit dem Pgp-Glo™ Assay Puffer und einer
nicht-limitierenden Konzentration an ATP (5 mM) inkubiert.
Im zweiten Schritt wird die Pgp-ATPase-Reaktion nach Zugabe
des ATP-Detektionspuffers gestoppt und das verbliebene ATP
als Luciferase-abhangiges Lumineszenz-Signal nachgewiesen.
Die Signalreduktion ist proportional zur Pgp-Aktivitat. Subs-
tanzen, die die Pgp-ATPase-Aktivitat stimulieren, erzeugen
somit signifikant geringere Lumineszenz-Signale als Proben,
die keinen oder einen negativen Einfluss auf die Pgp-ATPase-
Aktivitat haben.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Marker Pgp-Aktivitat

Anwendung Bestimmung der P-Glykoprotein
ATPase-Aktivitat

Probenmaterial Native und rekombinante

Membranfraktionen

Durchfiihrung Homogen, 2-Schritt-Assay
Zeitbedarf 40-50 Minuten
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Monoaminooxidasen — Phase |

Neben CYP450-Enzymen sind Monoaminooxidasen (MAO)
die zweitwichtigsten Phase | Biotransformationsenzyme.
MAOs katalysieren die oxidative Desaminierung einer Viel-
zahl biogener und xenogener Amine. Die direkte Messung der
MAO-Aktivitat ist essentiell fiir die Uberpriifung potenzieller
Wirkstoffe in Bezug auf ihre Hemmung der Monoamino-
oxidase. Der MAO-Glo™ Assay bietet eine zusatzliche Sicher-
heit bei der Auswahl neuer Wirkstoffkandidaten.

Monoamin-
oxidase ~ Luciferase
MAO-Substrat —— M sy _— LicHT

Luciferase (b e

Messung der MAO-B-Aktivitat

. m Clorgylin
¢ Phenylethylamin
! Deprenyl
o Dopamin
| A Serotonin

Mikrosomen mit MAO-B wurden mit verschiedenen Konzentrationen
bekannter Substrate und Inhibitoren fiir 1 Stunde inkubiert. Nach der
Zugabe von 50 pl Luciferin-Detektionsreagenz wurden die Proben
mit einem GloMax™ 96 Microplatten Luminometer ausgelesen.
(Siehe Technical Bulletin #TB345).

[vi]

MAO-Glo™ Assay Systems

Zellbasiert & Biochemisch

Anwendung

Bestimmung der nativen und rekombinanten MAO-Aktivitat;
Screening von Wirkstoffen zur Regulation der MAO-Aktivitat in
nativen und rekombinanten Fraktionen.

Assay-Beschreibung

Der MAO-Glo™ Assay ist eine Lumineszenz-basierte homogene
Methode zur Quantifizierung der Monoaminooxidasen-
Aktivitat (MAO) und ersetzt zeitintensive Analyseverfahren wie
z.B. HPLC. Durch die sehr hohe Sensitivitat des Lumineszenz-
signals wird weniger MAO-Enzym ben6tigt als bei HPLC oder
fluoreszenzbasierten Methoden. Weiterhin wird eine mogliche
Fluoreszenz-Interferenz von Beginn an ausgeschlossen.

Assay-Prinzip

Im ersten Schritt des MAO™ Assays werden das MAO-Enzym
und die Testsubstanz mit dem luminogenen MAO-Substrat
inkubiert. Das Substrat ist ein Derivat des Luciferins, das durch
die selektive MAO-Aktivitat in Methylester-Luciferin umgesetzt
wird. Durch Zugabe des Luciferin-Detektionsreagenzes wird die
MAO-Reaktion gestoppt und das umgesetzte Methylester-
Luciferin durch die im Reagenz enthaltene Esterase in Luciferin
umgewandelt. Das Lumineszenz-Signal ist direkt proportional
zur MAO-Aktivitat.

Der Assay enthalt ein luminogenes MAO-Substrat und zwei
Reaktionspuffer zur Bestimmung der Monoaminooxidase-A
(MAO-A) und der Monoaminooxidase-B (MAO-B).

Der MAO-Glo™ Assay mit MAO-A enthalt zusatzlich humanes,
rekombinantes Monoaminooxidase-A-Enzym zur selektiven

Aktivitatsbestimmung.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker MAO-A- und MAO-B-Enzym
Anwendung Bestimmung der MAO-Aktivitat

Probenmaterial Native und rekombinante Fraktionen

Durchfiihrung
Zeitbedarf

Automatisierbar

Homogen, 2-Schritt-Assay

40-50 Minuten

Sehr guter Z‘-Faktor auch im 384-Well-
Format
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UDP-Glucuronosyltransferase — Phase Il

Die UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) ist ein wichtiges
Mitglied der Familie der humanen Phase-ll-metabolisierenden
Enzyme und findet sich vor allem in der Leber. Die UGT uber-
tragt Glucuronosyl-Gruppen der UDP-Glucuronsaure (UDPGA)
auf kleine und hydrophobe Molekiile. Die UGT-vermittelte

UGT-Glo™-Assay

Biochemisch

Anwendung
Screening von Wirkstoffen fiir die Regulation der UGT-Aktivitat

in nativen und rekombinanten Fraktionen.

Assay-Beschreibung

Der UGT-Glo™ Assay wird fuir den Aktivitatsnachweis von Trans-
ferasen aus verschiedenen Quellen, z.B. aus UGT-Mikrosomen
oder UGT-Fraktionen aus Saugetier-Gewebe, eingesetzt. Der
Assay eignet sich u.a. zur Untersuchung der Inhibierung von
UGT durch Chemikalien und pharmazeutische Wirkstoffe. Der
UGT-Glo™ Assay enthdlt zwei verschiedene Proluciferin-Sub-
strate. Zum einen das UGT-Multienzym-Substrat, das mit vie-
len UGTs kompatibel ist. Zum anderen das UGT1A4-Substrat.
Letzteres reagiert spezifisch mit der UGT-Isoform UGT1A4. Die
UGT-Glo™ Screening Systeme enthalten zusatzlich UGT1A4
oder UGT2B7 Mikrosomen und Kontrollmembranen.

Assay-Prinzip

Durch die UGT-Aktivitat wird ein Proluciferin-Substrat mit UDP
konjugiert. Verbleibendes unkonjugiertes Proluciferin zyklisiert
unter Zugabe von D-Cystein zu Luciferin, welches dann durch
die Luciferase in Licht umgesetzt wird. UDT-konjugiertes Pro-
luciferin reagiert nicht mit D-Cystein und tragt so nicht zur Lu-
mineszenz bei. Hohere UGT-Aktivitat fuihrt folglich zu einer

starkeren Abnahme der Lumineszenz.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)
Marker UGT-Enzym
Anwendung Bestimmung der UGT-Aktivitat

Probenmaterial Native und rekombinante Fraktionen

Durchfiihrung
Zeitbedarf

Homogen, 2-Schritt-Assay
< 2 Stunden

Reaktion wandelt so xenobiotische und endogene Substanzen
in besser |6sliche und damit einfacher auszuscheidende Stoffe
um. UGTs modifizieren viele pharmazeutische Wirkstoffe und
konnen so an Medikamentenwechselwirkungen beteiligt sein.

Konversion des UGT Multi-Enzym-Substrats
durch das UGT-Enzym

HOYO
N uGT HO-._~q N
\>—CEN /CL »—c=N
HO S ; ; HO” Y~ O S
OH
UDPGA  UDP

Plus p-Cystein
2 Ho\'/o 0
N N OH HO
KZSH f‘\ @ Yo
HO S Ho” >0 s s
OH

Plus Luciferin-Detektionsreagenz

LicHT LigQT

Hohe Spezifitdt der UGT-Substrate

" % Substrat-Verbrauch

1A1 1A3 1A4 1A6 1A7 1A8 1Ag 1A10 2B4 2B7 2B15

UGT-Isoformen




66 PROTEASE-ASSAYS v

VIII Protease-Assays

Proteasen lbernehmen &duBerst vielfdltige Funktionen in Cell-based Proteasome-Glo™ Assays
Organismen. Sie sind beispielsweise innerhalb des Proteasom- Proteasome-Glo™ Assays

Komplex in eukaryotischen Zellen fiir den Abbau fehlerhafter Calpain-Glo™ Protease Assay

oder vorrubergehend nicht benatigter Proteine zustandig. Die DUB-Glo™ Protease Assay (DUB/SENP/NEDP)
Protease Calpain ist an vielen Ca**-abhangigen Regulations- DPPIV-Glo™ Protease Assay
prozessen in der Zelle beteiligt. Deubiquinierende Proteasen

spielen eine bedeutende Rolle in der Proteinregulation. Die

Dipeptidyl Peptidase (DPPIV) ist eine Serin-Exopeptidase, die

beispielsweise Funktionen im Immunsystem lbernimmt und

bei Krankheiten wie Krebs und Diabetes eine Rolle spielt. DPPIV

ist bereits ein therapeutisches Target fiir die Behandlung von

Diabetes Typ II.

Ubiquitin

Abzubauendes
Protein

Proteasom

Ubiquitin-
Protein-Komplex

\ U\ K
Einschleusung
des Komplexes in das Proteasom %

Peptide
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Das Proteasom

Das Proteasom ist die wichtigste extralysosomale Protease der
eukaryotischen Zelle. Die 20S-Untereinheit enthalt drei pro-
teolytisch aktive Zentren mit einer Chymotrypsin-ahnlichen,
einer Trypsin-ahnlichen und einer Caspase-ahnlichen Ak-
tivitat. Diese drei Aktivitaten sind von zentraler Bedeutung fiir
die Homoostase der Zelle und fir die Aufrechterhaltung des
zelluldren Metabolismus (Degradation von Tumorsuppres-
soren, Zellzyklus, etc.). Proteine, die abgebaut werden sollen,
werden mit einer Polyubiquitin-Kette markiert, vom Protea-
som erkannt und prozessiert. Der Einsatz von Proteasom-
Inhibitoren fiihrt bei einer Reihe von humanen Tumorzelllinien
zur Wachstumshemmung und Apoptose und ist somit sehr
interessant fir die Entwicklung neuer Krebstherapien.

i
Suc-LLvY —N 3 N~ COOH
=Y
Z-IRR— N S
oder
Z-nLPnLD —
Proteasom ‘

Suc-LLVY +H,N S N~ COOH
oder \@ >—</ j/
Z-LRR N 3

oder

Z-nLPnLD Aminoluciferin

Ultra-Glo™ rLuciferase ‘ ATP, Mg**, O,
LicHT

Die gemessene Lumineszenz ist proportional zur Zellzahl

Chymotrypsin-dhnlich
Trypsin-dhnlich
Caspase-ihnlich

100.000

Zellen/Well

Unter Verwendung des Proteasome-Glo™ Cell-Based Assays wurde in
einer 96-Well-Platte eine Titration von unbehandelten U266 Zellen
(humane Myelomzellen aus Blutplasma) durchgefiihrt. Dazu wurde
eine Verdiinnungsreihe von U266 Zellen in Zellkulturmedium erstellt
(100 pl/well), die Zellen fiir 1,5 Stunden bei 37°C inkubiert und die
verschiedenen Proteasome-Glo™ Cell-Based Assays durchgefiihrt.
10 Minuten nach der Reagenzien-Zugabe wurde das Lichtsignal im
Luminometer gemessen. Die detektierten Lichteinheiten sind propor-
tional zur Protease-Aktivitdt des Proteasoms in den Zellen.
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Cell-Based Proteasome-Glo™ Assay

Zellbasiert

Anwendung

Messung der Chymotrypsin-, der Trypsin- und der Caspase-
ahnlichen Aktivitat des Proteasoms in Zellen;

Screening von Substanz-Bibliotheken und Messung von

Proteasom-reguliertem Protein-Abbau in Zellen.

Assay-Beschreibung
Der Proteasome-Glo™ Cell-Based Assay ist ein homogener Assay
zur unabhdngigen Messung der einzelnen, mit dem Protea-
som-Komplex assoziierten, Protease-Aktivitaten in kultivierten
Zellen. Der Assay basiert auf luminogenen Proteasom-Substra-
ten. Mit dem einfachen ,, add-mix-measure“-Format kann das
Reagenz direkt zu den Zellen gegeben werden.

Das Proteasome-Glo™ Cell-Based 3-Substrate System bietet
die Moglichkeit, alle drei Proteasom-Aktivitaten in einem

Ansatz zu messen.

Assay-Prinzip

Die im Proteasome-Glo™ Cell-Based Assay-Reagenz enthaltenen
Peptidsubstrate zur Messung der Chymotrypsin-ahnlichen,
Trypsin-ahnlichen und Caspase-ahnlichen Aktivitaten sind Suc-
LLVY-Aminoluciferin (Succinyl-Leucin-Leucin-Valin-Tyrosin-Ami-
noluciferin), Z-LRR-Aminoluciferin (Z-Leucin-Arginin-Arginin-
Aminoluciferin) und Z-nLPnLD-Aminoluciferin (Z-Norleucin-
Prolin-Norleucin-Aspartat-Aminoluciferin). Die Proteaseaktivi-
taten konnen entweder einzeln, oder mit dem Proteasome-
Glo™ Cell-Based 3-Substrate System in einem Ansatz gemessen
werden.

Das entsprechende Reagenz wird direkt zu den Zellen gege-
ben und Aminoluciferin durch die spezifische Proteasom-Akti-
vitat freigesetzt. In der anschlieBenden Luciferase-Reaktion wird
nach 5 bis 10 Minuten ein stabiles Lumineszenz-Signal gene-
riert, das mit der Enzym-Aktivitat korreliert.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Bestimmung der Chymotrypsin-, der
Trypsin- und der Caspase-ahnlichen

Aktivitat des Proteasoms in Zellen.

Probenmaterial Zelllinien

Homogen, 1-Schritt-Assay
30 Minuten

Durchfiihrung
Zeitbedarf
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Calpain Calpain-Glo™ Protease Assay

Biochemisch
Calpaine gehoren zur Familie der Ca*-aktivierten Cystein-

proteasen. Sie modulieren die biologische Aktivitat ihrer Sub-

strate durch gezielte Proteolyse und sind an der Regulation Anwendung

vieler Ca*-abhangiger zellularer Prozesse beteiligt. Allerdings Screenings zur Messung von Calpain-Aktivitaten;

ist ihre physiologische Rolle noch nicht ganz geklart. Calpaine Identifizierung von Calpain-Inhibitoren im Multiwell-Format.
spielen eine Rolle bei der Entstehung verschiedener Krank-

heiten, wie z.B. Morbus Alzheimer oder bei verschiedenen Assay-Beschreibung

Herz- und Hirnerkrankungen. Der Calpain-Glo™ Protease Assay ist ein schneller und duRerst

sensitiver lumineszenter Assay zur Messung der Protease-Akti-
vitdten von Calpain | und Il. Der Assay ist besonders fiir schnell

autolysierende Enzyme wie Calpain geeignet. Aufgrund seiner
Sensitivitat des Calpain-Glo™ Protease Assays verglichen

e Rl Cre Qe LT aulerordentlich hohen Reaktionsgeschwindigkeit und Sensiti-

vitat kann das Testsystem in Hochdurchsatz-Screenings nach

Calpain-Aktivitaten und Calpain-Inhibitoren eingesetzt werden.

Assay-Prinzip
Der Calpain-Glo™-Protease Assay enthalt ein luminogenes Suc-

cinyl-Calpain-Substrat (Suc-LLVY-Aminoluciferin) in einem fiir

s
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Calpain und Luciferase optimierten Puffersystem. Durch Pro-
teolyse des Calpain-Substrats entsteht Aminoluciferin, das von
der Ultra-Glo™-Luciferase umgesetzt wird. Das mit der Reak-

tion einhergehende stabile Lichtsignal ist proportional zur Cal-

‘ pain-Aktivitat. Seine Sensitivitat ist ungewohnlich hoch, da sie
= Suc-LLVY-Aminoluciferin; 1. |
i * Suc-LLVY-Aminoluciferin; 30 Minuten

nicht von einer Akkumulation des Calpain-Spaltprodukts ab-

| O Suc-LLVY-Aminoluciferin; 6o Minuten | hangt. Aufgrund seiner unmittelbaren Umsetzung durch die
| O FRET Substrat; 30 Minuten :
| A SUc-LLVY-AMC; 60 Minuten Ultra-Glo™ Luciferase wird die maximale Sensitivitat schon

5 bis 10 min nach der Inkubation mit Calpain erreicht.

In einer 96-Well-Platte wurde eine Titration von Calpain | durchge-
fihrt. Dabei wurde entweder der Calpain-Glo™ Protease Assay, ein A -Merk I
Suc-LLVY-AMC Fluoreszenz-Substrat oder das FRET-basierte Sub- ssay-Nlerkmale

strat H-Lys-(FAM)-EVYGMMK (Dabcyl)-OH verwendet. Lumineszenz Assay-Typ Lumineszent (GIow-Type)
oder Fluoreszenz wurde zu verschiedenen Zeiten nach Reagenzien-
Zugabe ermittelt. Die Ergebnisse wurden als Signal-Hintergrund-
Verhiltnis dargestellt. Das Detektionslimit wurde als Signal-Hin- Proteaseaktivitaten von Calpain I und Il
tergrund-Verhaltnis von > 3 bestimmt.

Der biolumineszente Assay hatte ein Detektionslimit von 5 pM
innerhalb von 12 Minuten. Wahrend der FRET-basierte fluoreszente Linearitat Linear Uber 4 Iog-Stufen der Calpain-
Assay ein Detektionslimit von 200 pM nach 30 Minuten erreichte.
Der Assay mit dem fluoreszenten Suc-LLVY-AMC-Substrat wies im
Vergleich ein Limit von 30 nM nach 60 Minuten auf. Im Vergleich zu Sensitivitat 1.000-fach sensitiver als fluorometrische
den fluoreszenten Assays ist beim Calpain-Glo™ Protease Assa . . R
keine Akkumulation dg,s Calpain-SpaI’fprodukts notig, um ei: Assays (Detektion der Calpain I-Aktivitat
messbares Signal zu erhalten. bei einer Konzentration < 5 pM)

Anwendung Quantitative Bestimmung der

Probenmaterial Enzympraparationen

Konzentration

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay
Zeitbedarf 10-30 Minuten
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DUB-Proteasen

Diese Proteasen konnen Proteinmodifikationen durch Ubiqu-
tin und Ubiquitin-ahnliche Proteasen wieder riickgangig
machen und stellen daher einen wichtigen Bestandteil des
komplexen Mechanismus der posttranslationalen Protein-
regulation bei Eukaryoten dar.

DUB-Glo™ Protease Assay verglichen mit fluoreszenten
Assays fiir UCH-L3

0,0001 0,001

| = Ub-AMC, 30 Minuten ;
i Z-RLRGG-Aminoluciferin, 30 Minuten
! A Z-RLRGG-Aminquc:ferin,90Minuten§
| & Z-RLRGG-AMC, 9o Minuten i

In einer 96-Well-Platte wurde eine Titration von humanem rekom-
binantem UCH-L3 durchgefiihrt. Dabei wurde entweder der DUB-
Glo™ Protease Assay, ein Ubiquitin-AMC Fluoreszenz-Substrat (250
nM) oder Z-RLRGG-AMC Fluoreszenz-Substrat (40 pM) verwendet.
Lumineszenz oder Fluoreszenz wurde zu verschiedenen Zeiten
nach Reagenzien-Zugabe ermittelt. Die Ergebnisse wurden als Sig-
nal-Hintergrund-Verhaltnis dargestellt. Das Detektionslimit wurde
als Signal-Hintergrund-Verhaltnis von > 3 bestimmt. Das Detektions-
limit des DUB-Glo™ Protease Assay liegt zwischen dem Ubiquitin-
AMC Substrat (sensitiver) und dem Z-RLRGG-AMC Substrat (gerin-
gere Sensitivitat).
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DUB-Glo™ Protease Assay
(DUB/SENP/NEDP)

Biochemisch

Anwendung

Screening von Inhibitoren der deubiquitinierenden (DUB)
Proteasen;

Charakterisierung der Ubiquitinierung/Deubiquitinierung von
Proteinen.

Assay-Beschreibung

Der DUB-Glo™ Protease Assay (DUB/SENP/NEDP) ist ein lumines-
zenter 1-Schritt-Assay, der die Aktivitat einer Vielzahl von de-
konjugierenden Enzymen misst. Dazu gehdren beispielsweise
deubiquitinierende (DUB), de-SUMOylierende (SENP) und de-
neddylierende (NEDP) Proteasen.

Assay-Prinzip

Das DUB-Glo™ Protease Assay-Reagenz enthalt ein luminogenes
Z-RLRGG-Aminoluciferin Substrat, mit dem C-terminalen Pen-
tapeptid RLRGG Ubiquitin. Dieses ist optimiert fiir die enzym-
gekoppelte Messung der Protease- und Luciferase-Aktivitat.
Nach der Zugabe des DUB-Glo™-Reagenz direkt zur Probe, wird
das Substrat Z-RLRGG durch aktive Ubiqutin und Ubiquitin-
ahnliche Proteasen von Aminoluciferin abgespalten. Das
Spaltprodukt Luciferin wird in einer anschlieBenden Reaktion
durch die Ultra-Glo™ Luciferase in ein stabiles Lichtsignal um-
gesetzt, das proportional zur DUB-, SENP- oder NEDP1-
Aktivitat ist.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung der
DUB/SENP/NEDP-Aktivitat

Enzympraparationen

Probenmaterial

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Linearitat Linear Gber 2—3 log-Stufen an dekonju-
gierender Protease-Konzentration

10-30 Minuten

Zeitbedarf




70 PROTEASE-ASSAYS

DPPIV-Glo™ Protease Assay

Biochemisch

Anwendung
Bestimmung von DPPIV-Enzym-Aktivitaten;
Kinetische Studien von DPPIV-Inhibitoren.

Assay-Beschreibung

Der DPPIV-Glo™ Protease Assay ist ein lumineszenter 1-Schritt-
Assay, der die Enzym-Aktivitat der Serinprotease Dipeptidyl-
peptidase IV (DPPIV) misst. DPPIV schneidet N-terminale Di-
peptide von Polypeptiden mit L-Prolin oder L-Alanin an der vor-
letzten Position. Der robuste und sensitive Assay wurde zur
Anwendung von gereinigten Enzymen entwickelt.

Assay-Prinzip

Der DPPIV-Glo™ Assay enthalt das prolumineszente DPPIV Subs-
trat, Gly-Pro-Aminoluciferin, in einem fiir die DPPIV- und Lucife-
rase-Aktivitat optimierten Puffersystem. Nach Zugabe des
DPPIV-Glo™-Reagenzes wird das Peptid-Substrat durch aktive
DPPIV-Proteasen von Aminoluciferin abgespalten. Das hierbei
entstehende Luciferin wird in einer anschlie@enden Luciferase-
Reaktion in ein stabiles Lichtsignal umgewandelt. Das Lumines-
zenz-Signal ist direkt proportional zu der DPPIV-Aktivitat.

Assay-Merkmale

Assay-Typ Lumineszent (Glow-Type)

Anwendung Quantitative Bestimmung der DPPIV-
Aktivitat

Probenmaterial Enzympraparationen

Linearitat Linear liber 3 log-Stufen an DPPIV-
Aktivitat

Durchfiihrung Homogen, 1-Schritt-Assay

Zeitbedarf 30 Minuten
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X Produktlibersicht

Viabilitdt und Proliferation

P e e

RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay 100 Reaktionen G9711
10 x 100 Reaktionen G9712
1.000 Reaktionen G9713
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 10ml G7570
10x10ml G7571
100ml G7572
10 x 100ml G7573
CellTiter-Glo® Cell Viability 2.0 Assay 10ml G9241
100ml G9242
500 ml G9243
CellTiter-Glo® 3D Viability Assay 10ml G9681
10x 10ml G9682
100ml G9683
CellTiter 96® AQ,..., One Solution Cell Proliferation Assay 200 Assays G3582
1.000 Assays G3580
5.000 Assays G3581
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 20ml G8080
100ml G8081
10 x 100ml G8082
CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay 10ml G6080
5x10ml G6081
2 x50ml G6082
10ml G8230
BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay 10x 10ml G8231
100ml G8232
10 x 100ml G8233




82 PRODUKTUBERSICHT

Zytotoxizitat

P S e

CellTox™ Green Cytotoxicity Assay 10ml G8741
100ml G8742
500ml G8743

CellTox™ Green Express Cytotoxicity Assay 200l G8731

CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay 10ml G9260
5x10ml G9261
2 x50ml G9262

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay 10ml G9290
5x10ml G9291
2 x50ml G9292

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay 200—-800 Assays G7890
100—4000 Assays G7891

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay, HTP 1000—-4000 Assays G7892

Viral ToxGlo™ Assay 10ml G8941
10x 10ml G8942
100ml G8943

Apoptose

P e e

Caspase-Glo® 2 Assay 10ml G0940
50ml G0941
Caspase-Glo® 3/7 Assay 2,5ml G8090
10ml G8091
10x10ml G8093
100ml G8092
Caspase-Glo® 6 Assay 10ml G0970
50ml G0971
Caspase-Glo® 8 Assay 2,5ml G8200
10ml G8201
100ml G8202
Caspase-Glo® 9 Assay 2,5ml G8210
10ml G8211
100ml G8212
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay 1ml G7792
10ml G7790
100ml G7791
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Buffer 100ml G7781
CaspACE™ FITC-VAD-FMK in situ Marker 50pl G7461
125pl G7462
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Inflammasom

atalog .

Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay 10ml G9951
5x10ml G9952
Multiplexing
podut
Multitox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9200
5x10ml G9201
2 x50ml G9202
Multitox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay 10ml G9270
5x10ml G9271
2 x50ml G9272
Apolive-Glo™ Multiplex Assay 10ml G6410
5x10ml G6411
Apotox-Glo™ Triplex Assay 10ml G6320
5x10ml G6321
ONE-Glo™ + Tox Luciferase Reporter and Cell Viability Assay 1 Platte E7110
10 Platten E7120
Mitochondrial ToxGlo™ Assay 10ml G8000
100ml G8001

Zellmetabolismus

P S e

NADP/NADPH-Glo™ Assay 10ml G9o081
50 ml G9082
NAD/NADH-Glo™ Assay 10ml G9071
50 ml G9072
NAD(P)H-Glo™ Detection System 10ml G9061
50 ml G9062

Oxidativer Stress — Gluthation Assays

poduc e ] e

ROS-Glo™ H,0, Assay 10ml G8820
50ml G8821
GSH-Glo™ Glutathione Assay 10ml V6911
50ml V6912
GSH/GSSG-Glo™ Assay 10ml V6611
50ml V6612
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Epigenetische Assays

P S e

HDAC-Glo™ 2 Assay 10ml G9590
HDAC-Glo™ Class lla Assay 10ml G9560
HDAC-Glo™ I/11 Assay 10ml G6420
5x10ml G6421
100ml G6422
HDAC-Glo™ I/11 Screening Systems 10ml G6430
5x10ml G6431
SIRT-Glo™ Assays 10ml G6450
5x10ml G6451
100ml G6452
SIRT-Glo™ Screening System 10ml G6470
5x10ml G6471
SIRT-Glo™ Control Substrate 35ul G6460
UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay 200 Assays V6961
400 Assays V6962
4.000 Assays V6963
UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay + UDP-GIcNAc 200 Assays V6971
400 Assays V6972
UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay + UDP-GalNAc 200 Assays V6981
400 Assays V6982
UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay + UDP-Glucose 200 Assays V6991
400 Assays V6992
UDP-Glo™ Glycosyltransferase Assay + UDP-Galactose 200 Assays V7051
400 Assays V7052
Ultra Pure UDP-GIcNAc, 100mM 50pl V7071
250l V7072
Ultra Pure UDP-GalNAc, 100mM 50ul V7081
UDP-GalNAc, 100mM 250l V7082
Ultra Pure UDP-Glucose, 100mM 50pl V7091
250l V7092
Ultra Pure UDP-Galactose, 100mM 50pl V7171
250l V7172
Hela Nuclear Extract opl G6570
Nicotinamide 30pl G6540
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Zellsignalwege

poduie e |t

cAMP-Glo™ Max Assay 2 Platten V1681l
20 Platten V1682
10 x 20 Platten V1683
ADP-Glo™ Kinase Assay 1.000 Assays V9101
10.000 Assays V9102
100.000 Assays V9103
ADP-Glo™ Max Assay 1.000 Assays V7001
10.000 Assays V7002
Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay 10ml V6711
10x 10ml V6712
100ml V6713
10 x 100ml V6714
Kinase-Glo® Max Luminescent Kinase Assay 10ml V6071
10x 10ml V6072
100ml V6073
10 x 100ml V6074
Kinase-Glo® Plus Luminescent Kinase Assay 10ml V3771
10x 10ml V3772
100ml V3773
10 x 100ml V3774
AMP-Glo™ Assay 1.000 Assays V5011
10.000 Assays V5012
PDE-Glo™ Phosphodiesterase Assay 1.000 Assays V1361
10.000 Assays V1362
GTPase-Glo™ Assay 1.000 Assays V7681
10.000 Assays V7682

Metabolismus von Wirkstoffen — ADME Assays

podwe e Jtiogw

P450-Glo™ CYP3A4 Assay with Luciferin-IPA 50ml V9002
P450-Glo™ CYP2C9 Screening System 1.000 Assays V9790
P450-Glo™ CYP2C9 Assay 50ml V8792
P450-Glo™ CYP3A4 Screening System with Luciferin-PPXE 1.000 Assays V9910
P450-Glo™ CYP1A2 Induction/ Inhibition Assay 50ml V8422
P450-Glo™ CYP2C8 Assay 50ml V8782
P450-Glo™ CYP2C19 Assay 50ml V8882
P450-Glo™ CYP2D6 Assay 50ml V8892
P450-Glo™ CYP3A4 Screening System 1.000 Assays V9800
P450-Glo™ CYP1A2 Screening System 1.000 Assays V9770
P450-Glo™ CYP1A1 Assay 50ml V8752
P450-Glo™ CYP1B1 Assay 50ml V8762
P450-Glo™ CYP1A2 Assay 50ml V8772
P450-Glo™ CYP3A4 Assay 50ml V8802
P450-Glo™ CYP3A7 Assay 50ml V8812
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Metabolismus von Wirkstoffen — ADME Assays (Fortsetzung)

P S e

P450-Glo™ CYP3A4 Assay (Luc -PFBE) Cell-Based/Bio 50 ml V8902
P450-Glo™ CYP3A4 Assay with Luciferin PPXE 50ml V8912
P450-Glo™ CYP3A4 Screening System with Luciferin-IPA 1.000 Assays V9920
P450-Glo™ CYP2D6 Screening System 1.000 Assays V9890
P450-Glo™ CYP3A4 Assay with Luciferin-IPA 10ml V9001
P450-Glo™ CYP2C9 Assay 10ml V8791
P450-Glo™ CYP3A7 Assay 10ml V8811
P450-Glo™ CYP1A1 Assay 10ml V8751
P450-Glo™ CYP1B1 Assay 10ml V8761
P450-Glo™ CYP1A2 Assay 10ml V8771
P450-Glo™ CYP3A4 Assay (Luc -PFBE) Cell-Based/Bio 10ml V8901
P450-Glo™ CYP2C19 Screening System 1.000 Assays V9880
MAO-Glo™ Assay 200 Assays V1401
UGT-Glo™ Assay 200 Assays V2081
UGT-Glo™ Assay 1.000 Assays V2082
Pgp-Glo™ Assay System with P-glycoprotein 10ml V3601

Protease-Assays

P e e

Proteasome-Glo™ Chymotrypsin-Like Cell-Based Assay 10ml G8660
5x10ml G8661
2 x 50ml G8662
Proteasome-Glo™ Trypsin-Like Cell-Based Assay 10ml G8760
5x10ml G8761
Proteasome-Glo™ Caspase-Like Cell-Based Assay 10ml G8860
5x10ml G8861
Proteasome-Glo™ 3-Substrate Cell-Based Assay System 10ml G1180
50ml G1200
Proteasome-Glo™ Chymotrypsin-Like Assay 10ml G8621
50ml G8622
Proteasome-Glo™ Trypsin-Like Assay 10ml G8631
50ml G8632
Proteasome-Glo™ Caspase-Like Assay 10ml G8641
50ml G8642
Proteasome-Glo™ 3-Substrate System 10ml G8531
50ml G8532
Calpain-Glo™ Protease Assay 10ml G8501
50ml G8502
DUB-Glo™ Protease Assay (DUB/SENP/NEDP) 10ml G6260
50ml G6261
DPPIV-Glo™ Protease Assay 10ml G8350
50ml G8351
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