Diagnostics

ENGLISH

1. Intended use

CellCycleFlowEx ® Kit is intended for cell cycle analysis using
flow cytometry. The kit is suitable for testing suspensions
of isolated cells, such as leukocytes isolated from peripheral
blood (PBMC) or cells from tissue culture.

2. Introduction

Proliferating cells duplicate their DNA during the cell cycle. The
DNA is subsequently segregated equally into the daughter
cells. Measurement of cellular DNA content within a
proliferating cellular population recognizes the cells in S phase
(actively duplicating their DNA), G2/M phase (having double the
amount of DNA then resting cells) and G0/G1 phase (the same
amount of DNA as resting cells) of the cell cycle. Analysis of the
percentage of cells at different stages of the cycle according to
their DNA content is used to assess the proliferative response
to stimulation with mitogens (lymphocyte transformation test)
or to monitor the effect of cell cycle inhibitors.

3. Test principle

The tested cells are washed and resuspended in a buffer to
achieve a homogeneous suspension. Then the cells are fixed
and permeabilized with 70% ethanol. Subsequently the cellular
DNA is stained with propidium iodide, which passes through the
permeabilized membrane and intercalates between the bases
of nucleic acid. Propidium iodide binds to the DNA
stoichiometrically, which means that the amount of bound
propidium iodide is proportional to the amount of DNA within the
cell. Labeling of DNA takes place in buffer with RNase which
digests the contaminating cellular RNA. After laser excitation
the cells emit fluorescence of which intensity is proportional to
the DNA content. Flow cytometric analysis of the cell
suspension distinguishes the cells in G0/G1, S and G2/M phase
of the cell cycle.

4. Precautions

e  Forlaboratory research only, not for drug, diagnostic or

other use.

Wear protective gloves.

Do not use reagents after the expiration date.

Avoid contamination of reagents.

Protect the reagent Propidium lodide from light.

The flow cytometer should be calibrated on a routine basis

using fluorescent microbeads to ensure stable sensitivity

of detectors.

e Any deviation from the recommended procedure can
affect the test results.

CellCycleFlowEx® Kit

(200 tests / testu / testov)
Cat. No. / Kat. ¢.: ED7069

5. Reagents provided

e ED7069-1 RNase A — 2 vials, each contains 1 ml of
RNase A solution. The amount of the reagent in each vial
is sufficient for 100 tests. The solution is provided ready to
use.

e ED7069-2 Propidium lodide — 1 vial, contains 2 ml of
propidium iodide solution. The amount of the reagent is
sufficient for 200 tests. The solution is provided ready to
use.

e ED7069-3 10x Wash Buffer — 2 bottles, each contains
30 ml of 10x concentrated solution. The amount of the
reagent in each bottle is sufficient for 100 tests.

6. Necessary material not supplied

e  Suitable 5 ml test tubes for cell staining

(e.g. 12 x 75 mm)

70% ethanol at least of p.a. purity

Ice bath / container with crushed ice

Automatic pipettes with disposable tips

Vortex

Centrifuge with rotor suitable for test tubes

Flow cytometer - blue laser excitation at 488 nm, light
emission at 617 nm (PE)

7. Storage

CellCycleFlowEx® Kit consists of two parts:
a) Box with 10x Wash Buffer and Propidium iodide.
Store the box at 2-8 ° C
b) Resealable bag with RNase A vials.
Store the bag with vials at -20 ° C.
Expiration date is printed on each reagent label, on the box and
the bag label.

8. Assay procedure

Preparation of reagents before the assay

1. Dilute 10x Wash Buffer with deionized water (1 part
of 10x Wash Buffer and 9 parts of deionized water) and
keep it cold at 2-8 °C. Store the diluted solution (1x Wash
Buffer) at 2-8 °C for up to 6 months.
10x Wash Buffer may contain precipitated salts. If present,
place the bottle to room temperature or into a water bath
set to 37°C and wait till the salts dissolve. Mix to ensure
homogeneity before dilution.
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2. Prepare PI staining solution (0,5 ml per test) according
to the following formulation:

1x Wash Buffer 1ml
Propidium iodide ~ 0.02 ml
RNase A 0.02 ml

The solution may be stored up to 2 weeks at 2-8 °C.

3. Prepare 70% ethanol (not provided) in deionized water
and keep it cool at-15 to -30° C.

Procedure
Washing the cells

1. Centrifuge the cells at 300 g for 5 minutes at laboratory
temperature.
Remove the supernatant.

2. Resuspend the cells in 1 ml of cold 1x Wash Buffer
(2-8 °C).

3. Centrifuge the cells at 300 g for 5 minutes at laboratory
temperature.
Remove the supernatant.

Resuspend the cells in cold 1x Wash Buffer (2-8 °C)
to concentration 2.5-10 x 108 cells/ml.

For one test you need 200 ul of cell suspension.

Ethanol fixation

4.  Pipet 200 pl of the cell suspension to a 5 ml test tube and
place it onice.

5. Add dropwise 2 ml of cold 70% ethanol (-15 to -30 °C)
while continuously mixing (vortexing) the tube.
Then immediately place the tube back to ice.

The procedure may be stopped at this step. The fixed
cells can be transported or stored at 2-8 °C for up to
2 weeks.

Staining of DNA

6.  Centrifuge the cells at 300 g for 5 minutes at laboratory
temperature.
Remove the supernatant.

7. Resuspend the cells in 1 ml of cold 1x Wash Buffer
(2-8 °C).

8.  Centrifuge the cells at 300 g for 5 minutes at laboratory
temperature.
Remove the supernatant.

9. Resuspend the cells in 0.5 ml of Pl staining solution and
incubate for 30 minutes at room temperature in the dark.

10. Thoroughly vortex the samples and measure with flow
cytometer within 4 hours.

The cells in Pl staining solution form aggregates in time.
They need to be resuspended by vortexing prior the flow
cytometric analysis.

The level of DNA labeling increases in time thus the
samples measured in 30 minutes time and those
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measured in 4 hour time differ in their G1 peak mean
fluorescence of about 10% and the latter have higher
G2/G1 fluorescence ratio.

9. Flow cytometric analysis

Analyze stained samples using flow cytometer. Acquire at least
20,000 events per sample. For precise measurements we
recommend setting the flow at the lowest rate. High speed of
acquisition negatively affects the resolution of the populations.
Visualize the measured data in the side-scatter (SSC) versus
forward scatter (FSC) dot-plot. Set a gate around the target cell
population (gate in Figure 1). Display the target population in
the PE-Width (PE-W) versus PE-Area (PE-A) and draw a gate
containing singlets to eliminate cell aggregates from further
analysis. Display singlets in the histogram, where the Xaxis
represents the fluorescence intensity in PE channel in linear
scale (Figure 3). Set the PMT in PE channel to ensure the G1
peak is positioned in at least one third of the scale, see Figure
3.

Set borderlines between the G0/G1, S and G2/M phases of cell
cycle, as shown in Figure 3. Calculate the proportion of cells in
each phase. Alternatively, use suitable software (e.g., FlowJo)
that can provide cell cycle analysis automatically.

10. Limitations of the assay

1. Flow cytometer may produce false results if the device
has not been regularly calibrated and maintained
appropriately.

2. There is a risk of misinterpretation of the data if the singlet
gate and the G0/G1, S and G2/M phase borderlines were
not placed correctly.

ED7069_EN_CZ_SK_140716



CESKY
1. Pouziti soupravy

Souprava CellCycleFlowEx® Kit je uréena ke sledovani
bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Souprava je
vhodnéd pro testovani suspenze izolovanych bunék, napf.
leukocytll izolovanych  z periferni  krve  (PBMC) nebo
bunék tkanové kultury.

2. Uvod

Proliferujici buriky béhem bunécného cyklu zdvojuji svoji DNA,
ktera je poté rovnomérné rozdélena mezi buiky dcefiné.
V mnoZici se populaci bunék Ize méfenim obsahu DNA odlisit
zastoupeni bunék v Sfazi (aktivné replikujici svoji DNA)
a G2/M fazi (maji zdvojené mnozstvi DNA) od bunék v GO/G1
fazi (stejné mnozstvi DNA jako nedélici se buriky) bunééného
cyklu. Analyza procentudlniho zastoupeni bunék v jednotlivych
fazich cyklu podle obsahu DNA je vyuZzivadna pro posouzeni
proliferaéni aktivity po stimulaci bunék mitogeny (test blastické
transformace) &i sledovani u¢inku inhibitord bunééného cyklu.

3. Princip

Pro test je tfeba bunky testovaného materialu promyt
a rozmichat v pufru tak, aby vznikla homogenni suspenze. Poté
jsou buriky fixovany a permeabilizovany 70% ethanolem.
Néasledné je bunééna DNA obarvena propidium jodidem, ktery
projde permeabilizovanou membranou a interkaluje se mezi
baze nukleové kyseliny. Znaeni DNA probiha v pufru
s RNasou, ktera odstrafiuje kontaminujici RNA. Propidium
jodide se vaze na DNA stechiometricky, to znamena, Ze
mnoZstvi navézaného propidium jodidu odpovidd mnoZstvi
DNA pfitomné v burice. Buiky po ozéfeni laserem emituji
zafeni, jehoz intenzita je pfimo Umérnd obsahu DNA
v buiikach. Analyzou suspenze bunék na prltokovém
cytometru Ize odlisit buriky v G0/G1, S a G2/M fazi bunééného
cyklu.

4. Upozornéni

Souprava je uréena pouze pro vyzkumné Ucely.

Pracujte v ochrannych rukavicich.

Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouZitelnosti.

Chrarite obsah vialek pfed kontaminaci.

Nevystavujte reagencii Propidium lodide dlouhodobému

pusobeni svétla.

e Pritokovy cytometr pravidelné kalibrujte pomoci
fluorescenénich kuli¢ek, aby byla zajisténa stabilni citlivost
detektord.

e NedodrZeni doporuéeného postupu analyzy mize ovlivnit

vysledky test.

5. Obsah soupravy

e ED7069-1 RNase A - 2 vialky, kazda obsahuje 1 ml
roztoku RNase A. MnoZstvi reagencie v jedné vialce
dostacuje pro provedeni 100 testl. Ureno pro pfimé
pouZiti.

e ED7069-2 Propidium lodide — 1 vialka, obsahuje 2 ml
roztoku propidium jodidu. MnoZstvi reagencie dostaCuje
na provedeni 200 test(. Uréeno pro pfimé poutZiti.

e ED7069-3 10x Wash Buffer — 2 lahvicky, kazda
obsahuje 30 ml 10x koncentrovaného roztoku. Mnozstvi
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reagencie v kazdé lahvicce dostaluje na provedeni 100
testd.
6. Potfebné vybaveni a material, ktery neni
dodavan

e Vhodné 5ml zkumavky pro barveni bunék

(napf. 12 x 75 mm)

70% ethanol, minimainé p. a. Cistoty

Ledova lazef/nadoba s rozdrcenym ledem

Sada automatickych pipet s jednorazovymi Spickami
Vortex

Centrifuga s rotorem pro pfislusné zkumavky
Pritokovy cytometr - excitace modrym laserem 488 nm,
emise zareni pfi 617 nm (PE)

7. Skladovani soupravy

Souprava CellCycleFlowEx® Kit se sklada ze dvou sloZek:
a) Krabice s komponenty: 10x Wash buffer, Propidium
iodide. Krabici uchovavejte pfi teploté 2-8 °C
b)  Uzaviratelny sacek: Dvé vialky s RNAse A. Sacek
s vialkami uchovavejte pfi teploté -20°C.
Doba pouZitelnosti je vyznaCena na etiketdch jednotlivych
reagencii, na saku a na krabici soupravy.

8. Postup testu

Priprava reagencii pred testem

1. 10x Wash Buffer pfed pouzitim nafedte deionizovanou

vodou (1dil 10x Wash Buffer a 9 dili dH20) a nechte
vychladit na 2-8 °C. Nafedény roztok (1x Wash Buffer) je
mozné skladovat 6 mésict, pokud je uchovavan pfi
teploté 2-8 °C.
V roztoku 10x Wash Buffer se mohou béhem skladovani
vytvorit krystaly soli, v takovém pfipadé ponechte lahvicky
pfi laboratorni teploté anebo zahfejte ve vodni lazni na
37°C a vyckejte rozpusténi krystal. Pred pouZitim obsah
lahvicky promichejte.

2.  Pfipravte Barvici roztok Pl (0,5 ml na test) o nasledujicim

sloZeni:
1x Wash buffer 1ml
Propidium lodide 0,02 ml
RNase A 0,02 ml

Roztok je mozné skladovat 2 tydny, pokud je uchovavan
pfi teploté 2-8 °C.

3. Pfipravte 70% roztok etanolu (neni soucasti soupravy)
v deionizované vodé a nechte vychladit na -15 az -30° C.

Postup testu

Promyti bunék urcenych k testovani

1. Bunky centrifuguijte pfi 300 g po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté.
Odstrarite supernatant.

2. Resuspenduijte buriky v 1 ml vychlazeného 1x Wash
Buffer (2-8 °C).

3. Centrifugujte burky pfi 300 g po dobu 5 minut pfi

laboratorni teploté.
Odstranite supernatant.
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10.

1.

Resuspenduijte buriky ve vychlazeném 1x Wash Buffer na
koncentraci 2,5 - 10 x 108 bunék/ml.

Pro jeden test je tfeba minimainé 200 ul bunécné
suspenze.

Fixace etanolem

Napipetujte 200 pl bunééné suspenze do 5ml zkumavky a
umistéte na led.

Pomalu prikapejte k burikam 2 ml 70% ethanolu
vychlazeného na teplotu -15 az -30 °C a soucasné
neustale promichavejte obsah zkumavky

(napf. na vortexu).

Poté ihned umistéte zkumavku zpatky na led.

V tomto kroku je moZné experiment pferusit. Buriky
fixované v ethanolu Ize transportovat anebo skladovat
chlazené po dobu 2 tydnd a poté dokoncit test.

Barveni DNA

Buriky centrifugujte pfi 300 g po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté.
Odstrafite superanatant.

Resupenduijte buriky v 1 ml vychlazeného 1x Wash buffer.

Centrifugujte buriky pfi 300 g po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté.
Odstrante supernatant.

Resuspenduijte buriky v 0,5 ml Barviciho roztoku PI
a nechte inkubovat 30 minut v temnu pfi laboratorni
teploté.

Vzorky promichejte na vortexu a analyzujte na
prutokovém cytometru béhem 4 hodin od obarveni.

Buriky v barvicim roztoku vytvafeji agregaty, které je tfeba pfed
analyzou v pritokovém cytometru resuspendovat na vortexu.

S Casem roste uroveri oznaceni DNA propidium jodidem,
a proto se vzorky méfené ihned a vzorky méfené s odstupem
4 hodin li$i o priblizné 10% v intenzité fluorescence pro G1
populaci a maji vy$$i pomér fluorescence G2/G1 populace.

9. Analyza pritokovym cytometrem

Obarvené vzorky zméfte na pratokovém cytometru. Najimejte
minimalné 20.000 udalosti od kazdého vzorku. Doporucujeme
nastavit nizkou rychlost pritoku dle moznosti cytometru. Vyssi
rychlost akvizice negativné ovliviiuje rozliSeni populaci.
Namérfena data zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus
forward-scatter (FSC) a ohranicte cilovou populaci bunék (gate
na obrazku €. 1). Zobrazte cilovou populaci v grafu PE-Width
(PE-W) versus PE-Area (PE-A) a ohraniCte singlety, ¢imz
vyloutite zdalSi analyzy shluky bunék. Zobrazte singlety
v histogramu, kde na ose X je fluorescence v PE kanalu
v linedrni 8kale (obrazek ¢. 3). Nastavte napéti v kanlu PE tak,
aby G1 populace byla pfiblizné v jedné tfetiné rozsahu osy X.
Nastavte rozhrani mezi G0/G1, Sa G2/M fazemi bunécného

cyklu, jak je zndzornéno na obrazku ¢&.

3, a spocitejte

zastoupeni  bunék v jednotlivych fazich. Pfipadné pouzijte
vhodny vyhodnocovaci software (napf. FlowJo), ktery dokaze
faze bunééného cyklu analyzovat automaticky.
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10. Omezeni metody

1.

2.

Pratokovy cytometr mize poskytovat Spatné hodnoty,
pokud neni dobfe sefizen a udrzovan.

Data mohou byt nespravné interpretovana, pokud jsou
ohraniceni pro singlety a faze bunééného cyklu umisténé
nespravné.
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SLOVENSKY

1. Pouzitie sipravy

Suprava CellCycleFlowEx ® Kit je uréena na sledovanie
bunkového cyklu pomocou prietokovej cytometrie. Stiprava je
vhodna pre testovanie suspenzie izolovanych buniek, napr.
leukocytov izolovanych z periférnej krvi (PBMC) alebo buniek
tkanivovej kultdry.

2. Uvod

Proliferujuce bunky pocas bunkového cyklu zdvojnasobuiju
svoju DNA, ktora je potom rovnomerne rozdelena medzi bunky
dcérske. V mnoZiacej sa popul&cii buniek je mozné meranim
obsahu DNA odliSit zastupenie buniek v S faze (aktivne
replikujuce svoju DNA) a G2/M faze (maju zdvojené mnozstvo
DNA) od buniek v G0/G1 faze (rovnaké mnoZstvo DNA ako
nedeliace sa bunky) bunkového cyklu. Analyza percentualneho
zastUpenia buniek v jednotlivych fazach cyklu podla obsahu
DNA je vyuzivana pre posudenie proliferacnej aktivity po
stimulacii buniek mitogénmi (test blastickej transformacie
lymfocytov) ¢i sledovanie U€inku inhibitorov bunkového cyklu.

3. Princip

Pre test je potrebné bunky testovaného materidlu premyt a
rozmieSat v pufri tak, aby vznikla homogénna suspenzia.
Potom su bunky fixované a permeabilizované 70% etanolom.
Nasledne je bunkova DNA ofarbena propidium jodidom, ktory
prejde cez permeabilizovanii membranu a interkaluje sa medzi
baze nukleovej kyseliny. Znacenie DNA sa uskutoCriuje v pufri s
RNasou, ktora odstranuje kontaminujucu RNA. Propidium
jodid sa viaze na DNA stechiometricky, to znamena, ze
mnozstvo naviazaného propidium iodidiu zodpoveda mnozstvu
DNA pritomnej v bunke. Bunky obsahujlce Propidium jodid po
oziareni laserom emituju Ziarenie, ktorého intenzita je priamo
Umerna obsahu DNA v bunkach. Analyzou suspenzie buniek na
prietokovom cytometri mozno odliit bunky v G0/G1, S a G2/M
faze bunkového cyklu.

4. Upozornenie

Viyrobok je uréeny len pre vyskumné tcely.

Pracujte v ochrannych rukaviciach.

NepouZivajte reagencie po uplynuti asu pouzitelnosti.

Chrarite obsah flasticiek pred kontaminaciou.

Nevystavujte reagenciu Propidium lodide dihodobému

pdsobeniu svetla.

e  Prietokovy cytometer pravidelne kalibrujte pomocou
fluorescenénych guliciek, aby bola zaistena stabilna
citlivost detektorov.

e  NedodrZanie odport¢aného postupu analyzy moze

ovplyvnit vysledky testov.

5. Obsah stpravy

e ED7069-1 RNase A - 2 vialky, kazd4 obsahuje 1 ml
roztoku RNase A. MnoZstvo reagencie v jednej vialke
dostacuje na vykonanie 50 testov. Roztok je uréeny pre
priame pouzitie.

e ED7069-2 Propidium lodide — 1 vialka, obsahuje 2 ml
roztoku propidium iodidu. Mnozstvo reagencie dostaCuje
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na vykonanie 200 testov. Roztok je urCeny pre priame

pouzitie.
e ED7069-3 10x Wash Buffer — 1 flasticka, obsahuje
100 ml roztoku. Mnozstvo reagencie dostaCuje na

vykonanie 100 testov. Roztok je ureny pre priame
pouZitie.

6. Potrebné vybavenie a material, ktory nie je
dodavany

e Vhodné 5ml skumavky pre farbenie buniek

(napr. 12 x 75 mm)

70% ethanol, minimalne p.a. Cistoty

Ladovy kupel/nadoba s rozdrvenym ladom

Sada automatickych pipiet s jednorazovymi Spickami
Vortex

Centrifiga s rotorom pre prislusné skimavky

Prietokovy cytometer - excitacia modrym laserom 488 nm,
emisia ziarenia pri 617 nm (PE)

7. Skladovanie stpravy

Suprava CellCycleFlowEx® Kit sa sklada z dvoch zloZiek:
a) Krabica s 10x Wash Buffer a Propidium lodide.
Krabicu uchovavaijte pri teplote 2-8 °C
b) Uzatvaratelny saCok s dvomi mirkoskimavkami
obsahujlcimi RNase A. Saok s mikroskimavkami
uchovavajte pri teplote -20 °C.
Doba pouzitelnosti je vyznaena na etiketach jednotlivych
reagencii, na sacku a na krabici stpravy.

8. Postup testu

Priprava reagencii pred testom

1. 10x Wash Buffer pred pouZitim nariedte deionizovanou

vodou (1 diel 10x Wash Buffer a 9 dielov dH20)
anechajte vychladit na 2-8°C. Nariedeny roztok
(1x Wash Buffer) je moZné skladovat 6 mesiacov, ak je
uchovavany pri teplote 2-8 °C.
V roztoku 10x Wash Buffer sa mézu pocas skladovania
vytvorit krystaly soli, v takom pripade ponechajte flasticky
pri laboratérnej teplote alebo zahrejte vo vodnom kipeli
na 37 °C a pocCkajte na rozpustenie kryStalov. Pred
pouZitim obsah flasticky premieSajte.

2. Pripravte Farbiaci roztok PI
0 nasledujlicom zloZeni:

(05 ml na test)

1x Wash Buffer 1ml
Propidium iodide 0,02 ml
RNase A 0,02 ml

Roztok je moZné skladovat 2 tyZdne, ak je uchovavany pri
teplote 2-8 °C.

3. Pripravte 70% roztok etanolu (nie je sucastou stpravy) v
deionizovanej vode a nechajte vychladit na -15 az -30 °C.

Postup testu

Premytie buniek uréenych k testovaniu

1. Bunky centrifugujte pri 300 g po dobu 5 min(t za
laboratérnej teploty.
Odstrante supernatant.
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2. Resuspendujte bunky v 1 ml vychladeného 1x Wash
Buffer (2-8 °C).

3. Centrifugujte bunky pri 300 g po dobu 5 minit za
laboratérnej teploty.
Odstrante supernatant.

4. Resuspendujte bunky vo vychladenom 1x Wash Buffer na
koncentraciu 2,5 — 10 x 108 buniek/ml.

Pre jeden test je potrebnych minimalne 200 ul bunkovej
suspenzie.

Fixacia ethanolom

5. Napipetujte 200 pl bunkovej suspenzie do 5ml skimavky
a umiestite na lad.

6.  Pomaly k bunkam prikvapkaijte 2 ml 70% ethanolu
vychladeného na teplotu -15 az -30 °C a sucasne
ustavicne premieSavajte obsah skiimavky
(napr. na vortexe).

Nato ihned umiestite skimavku spéat na lad.

V tomto kroku je mozné experiment prerusit. Bunky
fixované v ethanole je mozZno transportovat alebo
skladovat' chladené po dobu 2 tyZdriov a potom dokoncit
test.

Farbenie DNA

7. Centrifugujte bunky pri 300 g po dobu 5 minGt za
laboratérnej teploty.
Odstrante supernatant.

8. Resupendujte bunky v 1 ml vychladeného 1x Wash
Buffer.

9. Bunky centrifugujte pri 1400 g po dobu 5 minut za
laboratérnej teploty.
Odstrante supernatant.

10. Resuspendujte bunky v 0,5 ml farbiaceho roztoku PI
a nechajte inkubovat 30 mindt pri laboratérnej teplote
v tme.

11, Vzorky premieSajte na vortexe a analyzujte na
prietokovom cytometri behom 4 hodin od ofarbenia.

Bunky vo farbiacom roztoku vytvaraji agregéty, ktoré je

potrebné pred analyzou v prietokovom cytometri resuspendovat’

na vortexe.

S Casom rastie troveri oznacenia DNA propidium jodidom, a
preto sa vzorky merané ihned a vzorky merané s odstupom
4 hodin liia o priblizne 10% v intenzite fluorescencie pre G1
populéciu a maju vy$Si pomer fluorescencie G2/G1 populacii.

9. Analyza prietokovym cytometrom

Ofarbené vzorky zmerajte na prietokovom cytometri. Namerajte
miniméalne 20.000 udalosti z kazdej vzorky. Odpori¢ame
nastavit nizku rychlost akvizicie buniek podla moZnosti
cytometra. Vy3Sia rychlost akvizicie negativne ovplyviiuje
rozliSenie populacii.

Namerané data zobrazte v grafe side-scatter (SSC) versus
forward-scatter (FSC) a ohranitte ciefovi populéciu buniek
(gate na obrazku ¢ 1). Zobrazte ciefovu populéciu v grafe PE-

Width (PE-W) versus PE-Area (PE-A) a oramujte singletové
udalosti, ¢im vylucite z dalSej analyzy zhluky buniek. Zobrazte
singlety v histograme, kde na osi X je fluorescencia v PE kanali
v linedrnej Skale (obrazok ¢ 3). Nastavte napatie v kanali PE
tak, aby G1 populacia bola priblizne v jednej tretine Skaly osi X.
Nastavte rozhranie medzi G0/G1, S a G2 / M fazami bunkového
cyklu, ako je znazornené na obrazku ¢ 3, a spoCitajte
zastUpenie buniek v jednotlivych fazach. Pripadne pouzite
vhodny hodnotiaci software (napr. FlowJo), ktory dokéze fazy
bunkového cyklu analyzovat automaticky.

10. Obmedzenia metoédy

1. Prietokovy cytometer mbZe poskytovat nespravne hodnoty,
pokial nie je dobre nastaveny a udrziavany.

2. Data mdzu byt nespravne interpretované, pokial su
ohranicenia pre singlety a fazy bunkového cyklu umiestené
nespravne.
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11. Example of data analysis / Vzorové vyhodnoceni / Vzorové vyhodnotenie

a) 250K o b) 250k ]
: cells
200K - 200k 626%
T 150K T 15UK—-
O O i
2 @ ]
100K - 100K
50K - sok
0 1 T T T T 0] MR N IR B
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-H FSC-H

Fig. 1 Delimitation of the target cell population: a) PBMC stimulated with PHA (5 ug/ml) for 3 days and b) unstimulated controls
Obr. 1 Ohraniceni cilové populace bunék: a) PBMC stimulované PHA (5 pg/ml) po 3 dny a b) nestimulované kontroly.
Obr. 1 Ohranicenie cielovej populacie buniek: a) PBMC stimulované PHA (5 g / ml) po 3 dni a b) nestimulované kontroly.
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0 50K 100K 180K 200K 250K 0 50K 100K _ 150K 200K 250K
Fig. 2 Delimitation of singlets: a) stimulated PBMCs and b) controls.
Obr. 2 Ohrani¢eni singlett: a) stimulované PBMC a b) kontroly.
Obr. 2 Ohrani¢enie singletov: a) stimulované PBMC a b) kontroly.
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Fig. 3 Distribution of cells according to the DNA content into the G0/G1, S and G2 / M phases of the cell cycle : a) PHA stimulated
PBMCs and b) controls.

Obr. 3 Rozdéleni bunék podle obsahu DNA do G1/GO0, S a G2/M fazi bunééného cyklu: a) stimulované PBMC a b) kontroly.
Obr. 3 Rozdelenie buniek podla obsahu DNA do G1/G0, Sa S/G2-M fazi bunkového cyklu: a) stimulované PBMC a b) kontroly.
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13. Explanation of symbols / Vysvétleni symbolu

I Vysvetlenie symbolov

REF

Catalog number
Katalogové ¢&islo
Katalogové cislo

Manufacturer identification
Vyrobce
Vyrobca

(==

Consult the manual before use
Viz névod k pouziti
Vid' navod na pouzitie

- 8°C Store within temperature limits
. Rozmezi skladovacich teplot
ze Rozmedzie skladovacich teplét
LOT Batch code
Cislo sarze
k) Use by
2N Pouzitelné do
[ Pouzitelné do

14. Manufacturer / Vyrobce / Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
http://www.exbio.cz
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