
Nur für Forschungszwecke. Nicht für den Gebrauch in der klinisch-
chemischen Diagnostik.
‘Painting Probes’ für menschliche Chromosomen, 
DIG-markiert
100 �l für 10 in situ Hybridisierungen (bei Verwendung von 22 × 22 mm Deckgläsern)

Version 3, März 2000

Stabil bei �15 bis �25° C
Produktbeschreibung

‘Painting Probes’ für menschliche Chromosomen 
werden aus isolierten (flow-sorted) menschlichen 
Chromosomen hergestellt. Die DNA-Sonden werden 
in vitro mit Digoxigenin-11-dUTP* (DIG-dUTP) in einer 
Nick-Translation markiert. Die Fragmentlängenvertei-
lung der Sonde weist ein Maximum bei 200–500 Basen 
auf. Die ‘Painting Probes’ werden als gebrauchsfertige 
Mischungen in Hybridisierungslösung (50% Formamid, 
2 × SSC, 10% Dextransulfat)  geliefert. Die Hybridi-
sierungslösung enthält Blocking-DNA, um die Hybridis-
ierung an repetitive genomische Sequenzen zu unter-
drücken. Die Menge ist bei Verwendung von 
22 × 22 mm oder 18 × 18 mm Deckgläsern ausreichend 
für 10 in situ Hybridisierungen. 

Form Wäßrige Lösung, Hybridisierungspuffer mit 50% Form-
amid.

Typische Analyse Dot Blot-Analyse (mit dem DIG Nucleic Acid Detection 
Kit* können 1.0 pg der DIG-markierten Sonde detektiert 
werden) und in situ Hybridisierung von Metaphase-
Spreitungen von menschlichen Chromosomen.

Stabilität und 
Aufbewahrung

Die DIG-markierte Sonde ist bei �15 bis �25° C stabil.

Toxizität Das Produkt enthält Formamid, welches bei Inhalation, 
im Kontakt mit Haut und Augen oder beim Verschlucken 
als toxisch eingestuft ist. Tragen Sie einen geeigneten 
persönlichen Schutz einschließlich Handschuhen, 
Augenschutz und Labormantel.
R61: Kann das Kind im Mutterleib schädigen. 
S24/25-26-37-45-53.

Erhältliche ‘Painting Probes’

Sonde Best. Nrn.
Human chromosome 1 painting probe, DIG-markiert 1 939 696
Human chromosome 2 painting probe, DIG-markiert 1 989 723
Human chromosome 3 painting probe, DIG-markiert 1 939 700
Human chromosome 4 painting probe, DIG-markiert 1 939 718
Human chromosome 5 painting probe, DIG-markiert 1 989 731
Human chromosome 6 painting probe, DIG-markiert 1 836 366 
Human chromosome 7 painting probe, DIG-markiert 1 888 765 
Human chromosome 8 painting probe, DIG-markiert 1 836 374
Human chromosome 9 painting probe, DIG-markiert 2 012 936
Human chromosome 10 painting probe, DIG-markiert 1 989 740 
Human chromosome 11 painting probe, DIG-markiert 1 989 758
Human chromosome 12 painting probe, DIG-markiert 1 888 773 
Human chromosome 13 painting probe, DIG-markiert 1 836 382 
Human chromosome 14 painting probe, DIG-markiert 1 939 726
Human chromosome 15 painting probe, DIG-markiert 1 888 781
Human chromosome 16 painting probe, DIG-markiert 1 939 734
Human chromosome 17 painting probe, DIG-markiert 1 836 404
Human chromosome 18 painting probe, DIG-markiert 1 836 412 
Human chromosome 19 painting probe, DIG-markiert 1 888 790

Fortsetzung in der nächsten Spalte
0300.H 42/I.1.1864 866⑥ R MB GPM
Erhältliche ‘Painting Probes, Wiederholung

Weitere Information über „Painting Probes“ erhalten Sie von Ihrer zuständigen RMB-Vertretung.

Anwendung

Ganze menschliche Chromosomen werden durch 
Hybridisierung mit DIG-markierten ‘Painting Probes’ 
in Metaphase-Spreitungen und Interphase-Nuclei 
Preparationen markiert und identifiziert (1,2). Die 
Sonden werden als gebrauchsfertige Mischungen 
geliefert. Die Lösung enthält unmarkierte kompetitive 
DNA, welche die Hybridisierung an repetitive 
Sequenzen verhindert (3).
Die Markierungs-Sonden können verwendet werden:
• zur Identifikation menschlicher Chromosomen oder 

subchromosomaler Fragmente in hybriden Zell-Lin-
ien,

• zum Nachweis von chromosomalen Translokationen 
und Rearrangements,

• zum Nachweis  von Marker-Chromosomen, sowohl 
in normalen, als auch in Tumorzellen,

• zur Genkartierung.
Die DIG-markierten Sonden werden mit Anti-DIG-
Fluorescein*, Anti-DIG-Rhodamin* oder Anti-DIG-
AMCA* detektiert. ‘Painting Probes’ ”färben” das 
gesamte Chromosom. In Cohybridisierungs-Experi-
menten können Sequenz-spezifische Sonden zur 
Detektion spezifischer Genloci eingesetzt werden und 
mit kontrastierenden Fluorophoren visualisiert werden.

Metaphase-Präparation aus Vollblut

Benötigte 
Reagenzien 
und Lösungen

• PBS
• Lymphozyten-Separationsmedium 

(z.B. Histopaque 1077, Sigma)
• Ethidiumbromid
• Colcemid
• Fixativ (frisch hergestellte Mischung aus Methanol/ 

Eisessig 3:1, vorgekühlt auf �15 bis �25° C)
• Chromosomenmedium (z.B. Medium 1A, Gibco BRL)
• KCl, 75 mM

Sonde Best. Nrn.
Human chromosome  20 painting probe, DIG-markiert 1 888 803 
Human chromosome  21 painting probe, DIG-markiert 1 836 439
Human chromosome 22 painting probe, DIG-markiert 1 836 447
Human chromosome X painting probe, DIG-markiert 2 012 944
Human chromosome Y painting probe, DIG-markiert 1 836 455
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Standardvorschrift 1. 12 ml heparinisiertes Vollblut mit 12 ml PBS
mischen.

2. 18 ml Lymphozyten-Separationsmedium vorsichtig
mit der Vollblut/ PBS-Mischung überschichten.

3. 30 min bei 2100 Upm bei 2-8° C zentrifugieren
(dabei wird ein Dichte-gradient erzeugt).

4. Die Interphase-Schicht, die die Lymphozyten
enthält, vorsichtig abziehen.

5. Mit 40 ml PBS waschen.
6. 10 min bei 1000 Upm (15-25° C) zentrifugieren und

den Überstand bis auf ca. 1 ml verwerfen.
7. Das Zell-Pellet vorsichtig im verbleibenden PBS

resuspendieren.
8. 30 ml PBS hinzufügen und waschen.
9. 10 min bei 1000 Upm (15-25° C) zentrifugieren,

Überstand verwerfen.
10. Zellen in Chromosomen-Medium bei einer 

Zelldichte von 106 Zellen/ml resuspendieren.
11. 71 h bei 37° C und 7% CO2 in einem CO2-Inkubator

inkubieren.
12. Nach 71 h Ethidiumbromid bis zu einer 

Endkonzentration von 5–10 �g/ml zugeben.
13. Zusätzliche 30 min bei 37° C in einem 

CO2-Inkubator inkubieren.
14. Colcemid bis zu einer Endkonzentration von 

100 ng/ml zufügen, und 30 min in einem 
CO2-Inkubator inkubieren.

15. Bei 1000 Upm (15-25° C) 10 min zentrifugieren.
16. Den Überstand bis auf ca. 1 ml entfernen und 

verwerfen.
17. Die Zellen resuspendieren und langsam 10 ml auf

37° C vorgewärmtes KCl tropfenweise zufügen.
Nach jedem Tropfen vorsichtig mischen.

18. 12–20 min bei 37° C inkubieren.
19. Präfixierung: 7 Tropfen frisch hergestelltes, 

auf �15 bis �25° C vorgekühltes Fixativ zufügen.
20. Bei 1000 Upm 10 min (2-8° C) zentrifugieren.
21. Den Überstand bis auf ca. 1 ml entfernen und 

verwerfen.
22. Die Zellen vorsichtig resuspendieren, tropfenweise

10 ml Fixativ (�15 bis �25° C) hinzufügen und 
30 min auf Eis inkubieren.

23. Bei 1000 Upm 10 min (2-8° C) zentrifugieren.
24. Den Überstand bis auf ca. 1 ml entfernen und 

verwerfen.
25. Die Schritte 22 bis 24 fünf weitere Male wieder-

holen (Inkubation auf Eis bei Schritt 22 ist nicht 
notwendig).

26. Die Zellen in 1–2 ml Fixativ resuspendieren.
27. Vor der Spreitung sollte das Metaphase-Präparat

mindestens 24 h bei �15 bis �25° C aufbewahrt
werden. Eine längere Aufbewahrung in Fixativ ist
ebenfalls möglich.

Spreitung der 
Metaphase-
Präparate auf 
Objektträgern

1. Die Objektträger, wie folgt, behandeln:
• Kurz in einer 1:1-Mischung aus Ethanol und 

Ether waschen.
• An der Luft trocknen lassen.
• 2 × mit bidest. Wasser waschen.

2. Die Metaphasen-Präparate aus einer Höhe von ca. 
50 cm auf einem feuchten Objektträger auftropfen.

3. Die Präparate an der Luft trocknen lassen 
(zur besseren Ausbreitung der Chromosomen das 
Präparat vor dem Trocknen einige Minuten in einer 
Feuchtigkeitskammer aufbewahren).
Roche Molecular Biochemicals

Aufbewahrung 
der Objektträger

Die Objektträger können in 70% Ethanol bei 2-8° C 
mindestens 6 Wochen, oder trocken bei –60° C oder 
niedriger mindestens ein Jahr aufbewahrt werden 
(in Behältern, die sich in verschlossenen Plastikbeuteln 
mit Trockenmittel befinden). Die Lagerung beeinflußt 
die Hybridisierungsqualität der Metaphasen nicht.

In situ Hybridisierung

Benötigte 
Reagenzien 
und Lösungen

• 20 × SSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat), pH 7,0
• 100% Ethanol
• 85% Ethanol
• 70% Ethanol
• PBS
• RNase A*, 100 mg/ml in H2O
• Klebstoff (Rubber Cement, ‘’Fixogum’’)
• Formamid, deionisiert
• Anti-DIG-Fluorescein oder Anti-DIG-Rhodamin oder 

Anti-DIG-AMCA
• DAPI* oder Propidiumjodid, Stammlösung zu 

5 mg/ml in H2O
• ‘Antifading’- Lösung
• Tween1) 20
• Blockierungsreagenz*
• 1 M Natriumphosphatpuffer 

Vorschrift

Vorbereitung 
der Objektträger 

(zum Erhalt guter Resultate die Präparate auf den 
Objektträgern mehrere Tage altern lassen, bevor eine 
in situ Hybridisierung durchgeführt wird)
1. Objektträger aus dem Ethanol nehmen und an 

der Luft trocknen lassen. (Wenn die Objektträger bei 
–70° C gelagert wurden, vor dem Trocknen 1 Stunde 
bei 2-8° C belassen).

2. Denaturierungslösung frisch herstellen:
• 35 ml deionisiertes Formamid
• 5 ml 20 × SSC
• 2,5 ml 1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
• 7,5 ml bidest. Wasser
pH-Wert prüfen und auf ca. pH 7,0 einstellen.

3. Denaturierungslösung auf 70° C vorwärmen, 
Temperatur prüfen (die Temperatur sollte nicht 
unter 68° C absinken).

4. Präparate 2 min bei 70° C denaturieren.
5. Objektträger sofort in ein Coplin-Gefäß mit 70% 

eiskaltem Ethanol überführen, 5 min inkubieren.
6. Objektträger in ein Coplin-Gefäß mit 85% eiskaltem 

Ethanol überführen, 5 min inkubieren.
7. Objektträger in ein Coplin-Gefäß mit 100% 

eiskaltem Ethanol überführen, 5 min inkubieren.
8. Die Präparate an der Luft trocknen lassen.

‘Painting Probe’-
Präparation

1. ‘Painting Probe’ kurz vortexen.
2. 10 �l in ein Mikrozentrifugenröhrchen geben und 

5–10 min bei 75° C denaturieren.
3. Kurz zentrifugieren, um die Sonde am Boden zu 

sammeln.
4. Zur Vorhybridisierung der Sonde mit der Blocking-

DNA 30–60 min bei 37° C inkubieren.
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Hybridisierung 1. 10 �l der vorhybridisierten Probe auf das 
denaturierte Chromosomenpräparat geben.

2. Mit einem 22 × 22 mm Deckglas abdecken.
3. Das Deckglas am Objektträger mit ‘Rubber Cement’ 

festkleben.
4. Die Objektträger in eine Feuchtigkeitskammer 

überführen und mindestens 16 Stunden bei 37° C 
inkubieren.

Waschen 1. Objektträger 15 min in einem Schüttel-Wasserbad 
bei 42° C mit 50% Formamid, 2 × SSC (pH 7,0) 
waschen.

2. Objektträger 2 mal mit 2 × SSC, 0,1% Tween 20, 
pH 7,0  bei 15-25° C 5 min unter Schütteln waschen.

Detektion 1. Blockierung (optional):
• Objektträger 30 min bei 37° C in 50 ml PBS mit 
1–3% Blockierungsreagenz inkubieren

2. Detektion:
• Anti-DIG-Fluorescein oder Anti-DIG-Rhodamin 

oder Anti-DIG-AMCA 1:200 in PBS, welches 1% 
Blockierungsreagenz enthält, verdünnen.

• 100 �l auf den Objektträger geben, mit Deckglas
(24 × 60 mm) abdecken und im Dunkeln 
30–60 min in einer Feuchtigkeitskammer inkubieren.

• Objektträger im Dunkeln 2 mal mit 2 × SSC, 
0,1% Tween 20, pH 7,0 bei 15-25° C 5 min unter
Schütteln waschen.

3. Gegenfärbung:
• Die Objektträger in 50 ml PBS mit 1 �l DAPI 

(5 mg/ml) oder 1 �l Propidiumjodid (5 mg/ml) 
5 min im Dunkeln bei 15-25° C inkubieren.

• Objektträger kurz mit Wasser waschen.
• Objektträger an der Luft im Dunkeln trocknen 

lassen.
4. Eindecken:

• Einen Tropfen ‘Antifading’-Lösung zugeben und
mit einem 22 × 22 mm Deckglas abdecken. Für
eine längere Aufbewahrung die Kanten des
Deckglases mit Nagellack versiegeln. Die 
Objektträger im Dunkeln bei �15 bis �25° C 
aufbewahren.

Die Signale werden mit einem Fluoreszenzmikroskop 
mit geeigneten Filtern detektiert. Die Emissionswellen-
länge beträgt 523 nm für Fluorescein, 597 nm für 
Rhodamin und 474 nm für AMCA. Falls die Detektion 
mit Anti-DIG-AMCA durchgeführt wird, wird die 
Verwendung von Propidiumjodid (Wellenlänge der 
Emission 617 nm) zum Gegenfärben anstelle von DAPI 
(Wellenlänge der Emission 470 nm) empfohlen. 
Die Belichtungszeit für die photographische Dokumen-
tation muß empirisch ermittelt werden.

Fehlerbehebung

Starker 
Untergrund

1. Nach dem Waschen (analog Protokoll) zusätzliche 
Wasch-Schritte anschließen: Objektträger in auf 
60° C vorgewärmtes SSC geben und unter Schüt-
teln 5 min bei 15-25° C waschen. 3 × wiederholen. 
Je nach Stärke des Hintergrunds mit 2 × SSC begin-
nen und nach Bedarf die Stringenz auf  1 × SSC oder
0,1 × SSC erhöhen. Dabei darauf achten, daß die 
spezifischen Signale nicht verloren gehen.

2. RNase-Behandlung zur Reduktion von Zelltrümmer 
auf den Metaphasen: Die Objektträger vor dem 
Denaturieren 30 min bei 37° C in 50 ml 2 × SSC mit 
50 �l RNase A (100 mg/ml) inkubieren.

3. Vor der Detektion einen Blockierungsschritt durch-
führen (siehe Schritt 1 der Detektionsvorschrift)
Roche Molecular Biochemicals

Schwaches 
Signal

1. Alle Temperaturwerte überprüfen.
2. Das Signal mit dem Fluorescent Antibody Enhancer 

Set für die DIG-Detektion* verstärken.
3. Verschiedene ‘Antifading’-Lösungen austesten.
4. Die Leitfähigkeit des Formamids testen (sollte unter 

20 �Ohm-1 liegen).
5. Den pH-Wert der Formamid-enthaltenen Lösungen 

überprüfen (sollte pH 7,0 sein).

Nichtspezifische 
Signale auf 
akrozentrischen 
Chromosomen

Die Verwendung einer ‘Painting Probe’ bei akrozen-
trischen Chromosomen (menschliche Chromosomen 
Nr. 13, 14, 15, 21, 22) kann unspezifische Signale an 
den kurzen Armen anderer akrozentrischer Chromo-
somen verursachen. Diese sind bedingt durch die 
Kreuz-Hy-bridisierung mit ribosomalen Genen. Eine 
unspezi-fische Kreuz-Hybridisierung kann durch 
Erhöhung der Wasch-Stringenz unterdrückt werden 
(siehe Kapitel Starker Untergrund, Punkt 1). Dies kann 
aber zu schwächeren spezifischen Signalen führen. 

Verwandte Produkte

Literatur
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* zu beziehen von Roche Molecular Biochemicals
1)Tween ist ein Warenzeichen der ICI Americas, Inc., USA

Produkt Best. Nrn. 
DIG Nick Translation Mix 1 745 816
Biotin Nick Translation Mix 1 745 824
Nick Translation Mix 1 745 808
Cot-1 DNA, human 1 581 074
Satelliten DNA-Sonden, Mensch siehe Katalog 
DIG PRINS Reaction Set 1 695 932
PRINS Oligonucleotid-Primer siehe Katalog 
Rhodamin PRINS Reaction Set 1 768 514
Anti-DIG-Fluorescein 1 207 741
Anti-DIG-Rhodamin 1 207 750
Anti-DIG-AMCA 1 533 878
DAPI   236 276
HNPP Fluorescent Detection Set 1 758 888
Fluorescent Antibody Enhancer Set 
für die DIG Detektion

1 768 596

Blockierungsreagenz 1 096 176
Colcemid    295 892
RNase I 1 732 684
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