Diagnostics

ENGLISH

1. Manufacturer

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
www.exbio.cz

. Intended use

The BrdUFlowEx®Kit is designed for labeling and
subsequent immunodetection of proliferating cells by flow
cytometry. The kit can be used to analyze proliferation of
human or mouse leukocytes and variety of human and
murine cell lines.

. Introduction

There are in principle four techniques how to assess
cellular proliferation: (I) measurement the level of DNA
synthesis; (II) fluorescence dilution assays; (Ill) detection of
unique proliferation specific cellular markers; and (IV)
measurement of cell biochemical activity.

Among the mentioned methods the most reliable and
accurate assay available today is to quantify the newly
synthesized DNA by incorporation of labeled nucleosides
or nucleoside analogues.

BrdUFlowEx® FITC Kit labels cellular DNA in proliferating
cells with the use of thymidine analogue 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU). The labeling can be performed in vitro
by adding BrdU to culture medium or in vivo by exposing
experimental animals to BrdU via intraperitoneal injections
or drinking water. Long time exposures (several hours to
overnight) are used for experiments with identification of
cycling versus non-cycling populations, whereas short time
exposures allow analysis of cell cycle kinetics (so called
pulse-chase experiments). Once BrdU is incorporated
within the double stranded DNA helix, it is masked by the
pairing bases and inaccessible to anti-BrdU antibodies.
There are several ways to unmask incorporated BrdU.
Either the cellular DNA is exposed to denaturating agents
or DNA cleaving enzymes are used to remove the masking
bases. Stretches of single stranded DNA with exposed
BrdU are incubated with fluorescently labeled antibody.
Often the test is performed as bivariate analysis of BrdU
detection and DNA content. Some protocols allow
simultaneous detection of surface and intracellular
molecules together with BrdU detection.

BrdUFlowEXx® FITC Kit
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4. Test principle

BrdUFlowEx® FITC Kit unmasking method relies on
oxidative attack at the deoxyribose moiety of DNA strand
by copper (I) in the presence of oxygen. The unmasking
principle so called “atomic scissors” was successfully used
to detect BrdU by immunochemistry (Ligasova et al., 2012).
The atomic scissors reaction causes mild DNA damage
and allows simultaneous detection of other cellular nuclear
proteins that are usually lost during other BrdU unmasking
methods (e.g. PCNA-1). The reaction requires considerable
oxygen supply which is achieved by shaking the reaction
mixture. Following the DNA scission the cells are stained
with  fluorescently labeled BrdU specific antibody
(Liboska et al., 2012). Test can be performed as bivariate
analysis of BrdU incorporation and DNA content. 7-AAD is
provided to stain the DNA. It allows the user to analyze
BrdU incorporation and to asses of amount of cellular DNA
according to the  7-AAD staining intensity (cells in G0/1, S
and G2/M phase of the cell cycle).

The method is compatible with the use of additional
fluorescently labeled antibodies against other cell surface
or intracellular molecules together with BrdU detection. The
provided protocol was optimized for test tubes and 96-well
plates.

Precautions

For laboratory research use only, not for drug, diagnostic or
other use.

Wear protective gloves.

Do not use reagents after their expiration date.

Avoid contamination of reagents.

The flow cytometer should be calibrated on a routine basis
using fluorescent microbeads to ensure stable sensitivity of
detectors.

Any deviation from the recommended procedure can affect
the results.

Warning:
BrdU component (ED7073-8) contains lyophilized
5-bromo-2-deoxyuridine.

DANGER

H phrases
H340 May cause genetic defects
H361 Suspected of damaging fertility or the unborn child.

P phrases
P201 Obtain special instructions before use.
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P281 Use personal protective equipment as required.

P308 + P313  IF exposed or concerned: Get medical
advice/ attention.

P501 Dispose of contents/container to authorized facility

for dangerous wastes.

Fix and Lysing Solution component (ED7073-1) contains
diethylene glycole; methanol and formaldehyde.

H phrases

H302+312+332 Harmful if swallowed, in contact with skin
or if inhaled.

H315 Causes skin irritation.

H317 May cause an allergic skin reaction

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory irritation.

H351 Suspected of causing cancer

H371 May cause damage to organs.

H373 May cause damage to organs (kidney) through
prolonged or repeated exposure if swallowed.

P phrases

P270 Do not eat, drink or smoke when using this product.

P280 Wear protective gloves / protective clothing / eye
protection / face protection.

DANGER

P301+P312 IF SWALLOWED: Call a POISON Center
or doctor/physician if you feel unwell.
P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of soap

and water.
P305+P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with
water for several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

. Reagents provided

ED7073-1 Fix and Lysing Solution

1 vial containing 10x concentrated fixation and erythrocyte
lysing solution, the vial is intended for 100 reactions.
ED7073-2 Permeabilizing Solution, 1 vial containing
30 ml of ready-to-use cellular membrane permeabilizing
solution, the vial is intended for 100 reactions.

ED7073-3 AS Solution 1 (the abbreviation AS stands for
atomic scissors), 4 vials containing lyophilized sodium
ascorbate, 1 vial is intended for 25 reactions.

ED7073-4 AS Solution 2 (the abbreviation AS stands for
atomic scissors), 1 vial containing 10 ml of ready-to-use
copper (Il) solution, the vial is intended for 100 reactions.
ED7073-5 AS Solution 3 (the abbreviation AS stands for
atomic scissors), 2 vials containing 30 ml of ready-to-use
buffer, one vial is intended for 50 reactions.

ED7073-6 Anti-BrdU FITC, 1 vial containing 1 ml
of ready-to-use solution containing FITC labeled anti-BrdU
antibody (clone MoBu-1, IgG1), the vial is intended for 100
reactions.

ED7073-7 7-AAD, 1 vial containing 2 ml of ready-to-use
7-aminoactinomycin D solution, the vial is intended for 100
reactions.

ED7073-8 BrdU, 4 vials containing lyophilized 5-bromo-
2-deoxyuridine, 1 vial is intended to prepare 2 ml of 10 mM
BrdU solution.
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7. Necessary material not supplied

e Deionized water (dH20)

e PBS (phosphate buffered saline), see recipe on page 4.

e Testtubes (12 x 75 mm) or 96-well plates

o Rack for the test tubes

e Centrifuge

e Laboratory shaker

o Automatic pipettes with disposable tips

o Vortex

e Flow cytometer - blue laser excitation 488 nm, light

emission at 525 nm (FITC channel) and 675 nm (PerCP
channel).

e 50 ml polypropylene tubes or glass bottles for diluting and
storing the 1x Fix and Lysing solution

8. Storage and expiration

Store the BrdU FlowEx® FITC Kit at 2-8 °C. Expiration date
is stated on vial labels and on the box.

9. Preparation of reagents before assay

Fix and Lysing Solution

Dilute Fix and Lysing Solution ten times with deionized
water, i.e. mix 1 part of the Fix and Lysing Solution with 9
parts of deionized water (e.g. 5 ml of Fix and Lysing
Solution and 45 ml of dH20).

Unused diluted Fix and Lysing solution may be stored up to
4 weeks either at room temperature or at 2-8 °C.

AS Solution 1

Reconstitute the content of the vial in 4 ml of PBS.

Unused reconstituted AS Solution 1 may be frozen and
stored up to 3 months at -20 °C or lower. The solution can
be thawed and refrozen repeatedly.

BrdU

Reconstitute the content of the vial in 2 ml of dH20. The
reconstituted BrdU stock solution is in 10mM concentration
(3.07 mg/ml).

Unused reconstituted BrdU solution may be frozen and
stored up to 12 months at -20 °C or lower. The solution can
be thawed and refrozen repeatedly.

10. BrdU labeling and detection procedure

e  BrdU labeling:
Expose cells to BrdU by diluting the BrdU stock

solution (10 mM) into the culture medium in final
concentration ranging from 10-60 pM. The exact
protocol depends on the experiment design (pulse,
long time labeling).

e  Harvesting the cells
a.  Cells grown in dishes or flasks:

Bring the cells growing attached to plastic to
suspension by trypsinization. If cells are grown
in suspension proceed directly to the next step.
Centrifuge the cells at 300 g for 10 min, discard
supernatant.

Wash the cells by resuspending the pellet in
10 ml of PBS (room temperature), centrifuge at
300 g for 5-10 min and discard supernatant.
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Resuspend the cells at ~ 1 x 107 cells /ml of
PBS.
Dispense 0.1 ml of the cell suspension to test
tubes.

Cells grown in 96-well plates (cells in
suspension):

Centrifuge the plate with cells at 300 g for 5
minutes at room temperature, discard
supernatant.

Add 200 pl PBS (room temperature), centrifuge
the plate with cells at 300 g for 5 minutes,
discard supernatant.

Resuspend the pellets in 20 ul PBS.

Whole blood cultures

Add 20mM EDTA/PBS solution (not provided) to
the whole blood cultures to final concentration
2mM EDTA.

Incubate for 15 min at room temperature.
Mobilize the cells by vortexing/tapping the
tube/flask and proceed to centrifugation step as
with the cells grown in suspension (above).

Staining the cellular surface antigens

Add fluorescent antibodies to the test tubes/wells
containing the harvested cells and mix.

Incubate for 15-30 minutes according to the specific
requirements.

Wash the cells by adding 2 ml PBS to tubes / 200 pl
PBS to wells in plates.

Centrifuge at 300 g for 5 minutes and discard the
supernatant.

BrdU detection

Two following protocols are optimized either for
reactions perfomed in test tubes or 96-well plates.
The protocols differ in reagent volumes used in the
procedure.

BrdU detection in test tubes

1.

11.
12.

Add 1 ml of the diluted Fix and Lysing Solution
to the tubes containing 0,1 ml of cell
suspension and mix (i.e. use the diluted Fix
and Lysing Solution in volume that is equal to
ten volumes of the resuspened cells).

Incubate the mixture for 30 minutes at room
temperature.

Wash the cells by adding 2 ml of PBS,
centrifuge the cells at 500 g for 5 minutes at
room temperature and discard supernatant.
Resuspend the cells in 0.3 ml of Permeabilizing
Solution.

Incubate for 15 minutes at room temperature.
Wash the cells by adding 2 ml of PBS,
centrifuge the tubes at 500 g for 5 minutes at
room temperature and discard supernatant.
Add 0.1 ml of PBS.

Add 0.1 ml of AS Solution 1 and mix by gentle
vortexing.

Add 0.1 ml of AS Solution 2.

Place the tubes on a shaker and incubate at
400 rpm for 10 minutes at room temperature.
Add 0.4 ml of AS Solution 3.

Incubate at 400 rpm for another 10 minutes at
room temperature.
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20.

21.

Wash the cells by adding 2 ml of PBS,
centrifuge the tubes at 500 g for 5 minutes at
room temperature and discard the supernatant.
Resuspend the pellet in 0.1 ml of AS
Solution 3.

Add 10 pl of Anti-BrdU FITC.

Add other fluorescently labeled antibodies
against intracellular antigens and vortex gently.
Incubate for 30 minutes at room temperature
protected from light.

Wash the cells by adding 2 ml of PBS,
centrifuge the tubes at 500 g for 5 minutes at
room temperature and discard the supernatant.
Resuspend the pellet in 0.2 ml of the diluted
Fix and Lysing Solution.

Add 20 pl of 7-AAD to stain cellular DNA
(optional).

Incubate for 20 minutes at room temperature in
the dark.

Measure with flow cytometer.

BrdU detection in 96-well plates

1,

s

=S © ;N

o

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

Add 200 pl of the diluted Fix and Lysing
Solution to well containing the resuspended
cells (i.e. use the diluted Fix and Lysing
Solution in volume that is equall to ten volumes
of the resuspened cells).

Incubate the mixture for 30 minutes at room
temperature.

Centrifuge the cells at 500 g for 5 minutes at
room temperature. Discard supernatant.

Wash by adding 200 pl of PBS. Centrifuge the
cells at 500 g for 5 minutes at room
temperature and discard supernatant.

Add 50 pl of Permeabilizing Solution. Mix
gently by tapping the plate several times.
Incubate for 15 minutes at room temperature.
Wash by adding 200 pl of PBS. Centrifuge the
cells at 500 g for 5 minutes at room
temperature and discard supernatant.

Add 30 pl of PBS.

Add 30 pl of AS Solution 1.

Add 30 pl of AS Solution 2.

Place the plate on a shaker and incubate at
400 rpm for 10 minutes at room temperature.
Add 150 pl of AS Solution 3.

Incubate at 400 rpm for 10 minutes at room
temperature.

Centrifuge the cells at 500 g for 5 minutes at
room temperature. Discard the supernatant.
Wash by adding 200 pl of PBS. Centrifuge the
cells at 500g for 5 minutes at room
temperature and discard supernatant.

Add 50 pl of AS Solution 3.

Add 5 pl of Anti-BrdU FITC.

Add other fluorescently labeled antibodies to
intracellular antigens and mix the content by
tapping the plate.

Incubate at 300~400 rpm for 30 minutes at
room temperature protected from light.

Wash by adding 200 pl of PBS. Centrifuge the
cells at 500g for 5 minutes at room
temperature and discard supernatant.
Resuspend the pellet in 200 ul of the diluted
Fix and Lysing Solution.
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19. Add 20 pl of 7-AAD to stain cellular DNA
(optional).

20. Incubate for 20 minutes at room temperature in
the dark.

21.  Measure with flow cytometer.

11. Flow cytometric analysis

Bivariate analysis of DNA and BrdU

1. Adjust the PMT of SSC and FSC parameters so that
the cell populations are on scale.

2. Set the PerCP channel to linear scale and adjust the
PMT so that cell populations are on scale.

3. Adjust the PMT in FITC channel so that the negative

populations fall into the lower third of the scale.

Acquire 10 000 — 20 000 events per sample.

5. Draw a gate around the target cell population (as
shown in Figure 1).

6. Display the gated cells in FSC-Height versus FSC-
Area and draw a diagonal gate that excludes doublets
and aggregates (as shown in Figure 2).

7. Display singlets in FITC vs PerCP dot plot and draw
gates around the GO/G1, S and G2/M populations, as
shown in Figure 3. The subG1 population sometimes
seen in cellular cultures represents the apoptotic cells.

8. Calculate the proportion of cells in each subpopulation.

>

12. Limitations of the assay

The method relies on unmasking of the incorporated BrdU
by oxidative damage to DNA. Oxidation sensitive proteins
such as R-Phycoerythrin and tandem conjugates of R-
Phycoerythrin are affected as well. Therefore antibodies
labeled with R-Phycoerythrin or with tandem conjugates of
R-Phycoerythrin should only be used after the atomic
scissors reaction, simultaneously with the Anti-BrdU FITC
staining (step 15 of BrdU detection protocol).

13. Appendix

Recipe for PBS (other recipes may be used as well)

Dissolve:

8.0 g of Sodium Chloride (NaCl)

0.2 g of Potassium Chloride (KCl)

2.0 g of Potassium Phosphate monobasic (KH2POx)
1.42 g of Sodium Phosphate dibasic (NazHPOs-2H:0)
in 800 ml of deionized H20.

Adjust the pH to 7.4 with HCI.

Add dH20 to 1 liter.

Sterilize by autoclaving for 20 minutes at 15 psi or by filter
sterilization.

Storeat2-8 °C.
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. Pouziti soupravy

BrdUFlowEX® FITC Kit je uréeny pro znaceni proliferujicich
bunék a jejich naslednou imunodetekci pomoci pritokové
cytometrie. Pomoci kitu Ize analyzovat proliferaci lidskych a
mysich leukocytd anebo bunéénych linii lidského a mysiho
plvodu.

. Uvod

Principiéiné Ize rozliSovat Ctyfi metody, jak stanovit
proliferaci bunék: (I) méfenim drovné syntézy DNA; (Il)
méfenim  Ubytku fluorescentni  znacky; (Ill) detekci
proliferatné specifickych bunéénych znakd a (IV) méfenim
bunééné biochemickeé aktivity.
Nejspolehlivéj§i a nejpfesnéjdi zvySe uvedenych
v soucasnosti dostupnych metod je méfeni mnozstvi nové
syntetizované DNA  skrze inkorporaci  znacenych
nukleosid(i nebo nukleosidovych analogt.

BrdUFlowEx® FITC Kit vyuziva pro oznageni bunééné DNA
v proliferujicich burikach thymidinovy analog 5-bromo-2-
deoxyuridin (BrdU). Znaceni DNA Ize provadét in vitro
pfidanim BrdU do kultivatniho média anebo in vivo
rozpu$ténim BrdU do vody pro napajeni experimentalnich
zvitat nebo intraperitonealni injekci roztoku BrdU.
Dlouhodoba expozice BrdU (nékolik hodin az dnd) se
pouziva v experimentech s cilem odliSeni proliferujici a
neproliferujici populace bunék, naproti tomu kratkodoba
expozice dovoluje podrobnéjsi analyzu kinetiky bunétného
cyklu (tzv. pulse-chase experimenty). Jakmile je BrdU
inkorporovdn a zamaskovan parujicimi  bazemi v
dvousroubovici DNA, stava se nepfistupnym pro anti-BrdU
protilatky. Pouziva se rliznych pfistup(, jak inkorporovany
BrdU odhalit. Bud je bunénd DNA vystavena
denaturujicim agens, které rozvolni dvojSroubovici, anebo
jsou maskujici baze odstranény pomoci enzym(. Mista
DNA s odhalenym BrdU jsou detekovana fluorescenéné
znacenymi protilatkami. Obvykle je test provadén jako
dvojparametrové méfeni, kdy se spolecné s detekci BrdU
méfi i celkovy obsah bun&tné DNA. Neékteré postupy
odhaleni BrdU dovoluji spoleéné s méfenim inkorporace
BrdU i detekci dalSich povrchovych a intracelularich
molekul.

. Princip testu

Metoda odhaleni a detekce nukleosidového analogu BrdU
pomoci BrdUFlowEx® FITC Kit spociva v oxidacnim
naru$eni deoxyribézy v Fetézci DNA pomoci iontu
jednomocné médi za pfitomnosti kysliku. Princip metody
odhaleni BrdU byl pojmenovany “atomic scissors” a
plivodné pouzivany pro mikroskopickou detekci BrdU
(Ligasova et al., 2012). Reakce atomic scissors zplsobuje
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jemné narudeni DNA a dovoluje sou€asné s BrdU i detekci
bunécnych jadernych proteind, které jsou pfi pouziti
ostatnich metod odhaleni BrdU nedetekovatelné (napf.
PCNA-1). Reakce je U&inna pouze za dodavani kysliku,
¢ehoZ je dosazeno tfepanim po celou dobu trvéni reakce.
Jakmile prob&hne Stépeni DNA, jsou bufiky inkubovany
s fluorescenéné znagenou specifickou protildtkou proti
BrdU (Liboska et al., 2012). Test mlze byt provadén jako
dvojparametrové méfeni inkorporace BrdU a obsahu DNA.
Pro obarveni DNA vbuikach je vkitu roztok 7-AAD.
To dovoluje uzivateli analyzovat signal inkorporovaného
BrdU v zavislosti na mnozstvi bunééné DNA, které je
Umérné intenzité nabarveni pomoci 7-AAD  (burky
v G0/G1, S a G2/M fazi bunééného cyklu).

Metoda je kompatibilni s imunodetekci dalSich povrchovych
a intracelulamich  proteinG  pomoci  fluorescenéné
znatenych  protilatek. Postup  detekce BrdU byl
optimalizovan pro provadéni reakci ve zkumavkach
a v 96-ti jamkové desticce.

. Upozornéni

Souprava je uréena pouze pro vyzkumné Ucely.

Pracujte vyhradné v ochrannych rukavicich a pfi praci
dodrzujte spravné postupy pro zachazeni s potencialné
infekEnim materialem.

Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouzitelnosti.
Chrarite obsah vialek pfed kontaminaci.

Pritokovy  cytometr  pravidelné  kalibrujte  pomoci
fluorescenénich kuli¢ek, aby byla zaji§téna stabilni citlivost
detektor.

NedodrZzeni doporuéeného postupu analyzy mdze ovlivnit
vysledky test.

Varovani:
Komponenta BrdU (ED7073-8) obsahuije lyophilizovany
5-bromo-2-deoxyuridin.

NEBEZPECi

H véty

H340 Muze vyvolat genetické poskozeni.

H361 Podezieni na poskozeni reprodukéni schopnosti
nebo plodu v téle matky.

P véty
P201 Pred pouZitim si obstarejte specialni instrukce.
P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostfedky.
P308+313 PRI expozici nebo podezfeni na ni:
Viyhledejte Iékarskou pomoc/oSetieni.
P501 Odstrante obsah/obal v autorizovaném misté sbéru
nebezpeénych odpadu.

Komponenta Fix and Lysing Solution (ED7073-1)
obsahuije diethylenglylol; methanol, formaldehyd.

NEBEZPECi

H véty

H302+312+332 Zdravi Skodlivy pfi poZiti, pfi styku s kizi a
pfi vdechovani

H315 Drazdi kazi.

H317 Muze vyvolat alergickou kozni reakci.

H319 Zpusobuje vazné podrazdéni odi.

H335 Mulze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.

H351 Podezieni na vyvolani rakoviny.

H371 Mlze zpUsobit poSkozeni organd.

H373 Muze zpusobit poSkozeni ledvin pfi prodlouzené
nebo opakované expozici.

P véty

P270 Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani
nekurte.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/oblicejovy Stit.
P301+312 PRI POZITI: Necitite-li se dobfe, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO nebo lékare.
P302+352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym
mnoZzstvim vody a mydlem.
P305+351+338 PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut
opatrné vyplachuijte vodou. Vyjméte
kontaktni ocky, jsou-li nasazeny a pokud
je Ize vyjmout snadno. Pokracuijte ve
vyplachovani.
P501 Odstrafite obsah/obal v autorizovaném misté shéru
nebezpeénych odpadu.

. Obsah soupravy

ED7073-1 Fix and Lysing Solution

1 vialka obsahujici 10x koncentrovany roztok fixaéné-
lyza¢niho Cinidla, vialka je uréena pro 100 reakci.
ED7073-2 Permeabilizing Solution, 1 vialka obsahujici
30 ml roztoku permeabilizaéniho Cinidla pfipraveného
k pouZiti, vialka je uréena pro 100 reakci.

ED7073-3 AS Solution 1 (AS je zkracenym vyjadfenim
pro atomic scissors), 4 kusy vialek obsahuijici lyofilizovany
askorbat sodny, 1 vialka je urCena pro 25 reakci.

ED7073-4 AS Solution 2 (AS je zkrdcenym vyjadienim
pro atomic scissors), 1 vialka obsahujici 10 ml roztoku
médnatych iontl, roztok je pfipraveny k pouZiti, vialka je
uréena pro 100 reakci.

ED7073-5 AS Solution 3 (AS je zkracenym vyjadfenim
pro atomic scissors), 2 kusy vialek obsahujici 30 ml roztoku
pfipraveného k pouZiti, 1 vialka je ur€ena pro 50 reakci.
ED7073-6 Anti-BrdU FITC, 1 vialka obsahujici 1 ml
roztoku anti-BrdU protilatky oznacené fluoresceinem (klon
MoBu-1, izotyp IgG1), roztok je pfipraveny k pouziti, vialka
je urCena pro 100 reakci.

ED7073-7 T7-AAD, 1 vialka obsahujici 2 ml roztoku
7-aminoactinomycinu D, roztok je pfipraveny k pouziti,
vialka je ur¢ena pro 100 reakci.

ED7073-8 BrdU, 4 kusy vialek obsahujici lyofilizovany
5-bromo-2-deoxyuridine, 1 vialka je urena k pfipravé 2 ml
roztoku 10 mM BrdU.

. Potfebné vybaveni a material, ktery neni

dodavan

Ultradista demineralizovana voda (dH20)

Zkumavky (12 x 75 mm) nebo 96-ti jamkové desticka

PBS (phosphate buffered saline), viz Appendix Pfiprava
roztoku PBS na strané 7.

Stojanek na zkumavky

Centrifuga

Laboratorni tfepacka
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Sada automatickych pipet s jednorazovymi Spickami

Vortex

Pritokovy cytometr - excitace modrym laserem 488 nm,
emise zafeni pfi 525 nm (FITC) a pfi 675 nm (PerCP)

50 ml polypropylenové zkumavky nebo sklenéné lahve pro
nafedéni a skladovani nafedéného Fix and Lysing Solution.

Skladovani soupravy

BrdUFlowEx® FITC Kit skladujte pfi teploté 2-8 °C. Doba
pouzitelnosti je vyznacena na jednotlivych reagenciich a na
krabici soupravy.

Pfiprava reagencii pfed méfenim

Fix and Lysing Solution

Desetkrat  nafedte  Fix and  Lysing  Solution
demineralizovanou  vodou, tj. smichejte 1  dil
koncentrovaného roztoku Fix and Lysing Solution a 9 dill
vody (napf. 5 ml Fix and Lysing Solution a 45 ml dH20).
Nespotfebované nafedéné Fix and Lysing Solution je
mozné skladovat po dobu 4 tydn( pfi laboratorni teploté
nebo v lednici pfi 2-8 °C.

AS Solution 1

Obsah vialky rekonstituujte ve 4 ml PBS.

Nespotiebovany roztok je mozné zamrazit a skladovat
3 mésice pfi teploté -20 °C nebo niz8i. Roztok Ize
opakované rozmrazit a znovu zmrazit.

BrdU

Obsah vialky rekonstituujte ve 2 ml dH20, po rekonstituci je
koncentrace BrdU v roztoku 10 mM (3,07 mg/ml).
Nespotiebovany roztok BrdU je moZné zamrazit a
skladovat 12 mésicl pfi teploté -20 °C nebo nizsi. Roztok
Ize opakované rozmrazit a znovu zmrazit.

10. Postup znac¢eni DNA a detekce BrdU

e  Znaceni DNA pomoci BrdU
Narfedte zasobni roztok BrdU (10 mM) do kultivaéniho
media na kone&nou koncentraci v rozsahu 10-60 uM.
Pfesné podminky znaceni zélezi na druhu
experimentu (puls, dlouhodobéa expozice).

e  Zpracovani bunék
a. Buiky péstované na  miskach  nebo

v kultiva€nich lahvich:
Adherentni buniky pfevedte do suspenze
trypsinizaci. Jestlize se jednd o suspenzni
buriky, pfejdéte rovnou k nasledujicimu kroku.
Centrifugujte buriky pfi 300 g po dobu 10 min,
odstrante supernatant.
Promyjte bunky resuspendovanim sedimentu
v 5-10 ml PBS (laboratorni teplota), centrifugujte
pfi 300g po dobu 5-10min a odstrarite
supernatant.
Resuspendujte buriky vPBS na koncentraci
~ 1 %107 bunék/ml.
Napipetujte 0,1 ml bunécné suspenze do
zkumavek (12 x 75 mm).

6/12

b. Buiky péstované na 96-ti jamkové desti¢ce
(suspenzni buriky)
Centrifugujte desti¢ku s burikami pfi 300 g po
dobu 5 minut za laboratorni teploty a odstrarite
supernatant.
Pridejte 200 pl PBS (laboratorni teplota),
centrifugujte desti¢ku s burikami pfi 300 g po
dobu 5 minut, odstrarite supernatant.
Resuspendujte sediment v 20 ul PBS.

c. Plnakrev
Pridejte ke kultufe roztok 20mM EDTA/PBS
(neni dodavan), aby byla kone¢na koncentrace
EDTA 2 mM.
Nechte inkubovat 15 minut pfi laboratorni
teploté.
Uvolnéte pfisedlé buriky poklepanim na
kultivatni lahev nebo vortexovanim kultivacni
zkumavky a déle postupujte jako by se jednalo o
suspenzni buriky.

Znaceni povrchovych antigend

Pridejte do zkumavek/jamek obsahujicich suspenzi
bunék fluorescencné znaCené protilatky a promichejte
obsah.

Nechte inkubovat 15-30 minut podle konkrétnich
instrukci vyrobce.

Promyijte buriky pfidanim 2 ml PBS do zkumavek/
200 pl PBS do jamek na desticce. Centrifugujte pfi
300 g po dobu 5 minut a odstrarite supernatant.

Detekce BrdU

Nasledujici dva protokoly jsou optimalizované pro
provedeni reakce ve zkumavkach anebo v 96-ti
jamkové desti¢ce. Protokoly se li§i v objemech
reagencii pouzitych béhem postupu.

Protokol pro detekci BrdU_ve zkumavce

1. Pfidejte 1ml nafedéného Fix and Lysing Solution
k0,1 ml suspenze bunék a promichejte
(t. pouzivejte nafedéné Fix and Lysing Solution
v objemu, ktery je roven desetinasobku objemu
suspenze bunék).

2. Nechte smés inkubovat 30 minut pfi laboratorni
teploté.

3. Promyjte buriky pfidanim 2 ml PBS, centrifugujte
pfi 500g po dobu 5 minut a odstraite

supernatant.

4. Resuspendujte buriky v 0,3 ml Permeabilizing
Solution.

5. Nechte inkubovat 15 minut pfi laboratorni
teploté.

6.  Promyjte buriky pfidanim 2 ml PBS, centrifugujte
pii 500g po dobu 5 minut a odstrafite
supernatant.

7. Pridejte 0,1 ml PBS.

8. Pridejte 0,1 ml AS Solution 1 a promichejte
obsah zkumavky na vortexu.

9.  Pfidejte 0,1 ml AS Solution 2.

10. Umistéte zkumavky ve stojanku na tfepacku a
nechte tfepat pfi 400 rpm po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté.

11. Pfidejte 0,4 ml AS Solution 3.

12.  Nechte tfepat pfi 400 rpm dalSich 10 minut pfi
laboratorni teploté.
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13.  Promyjte bufiky pfidanim 2 ml PBS, centrifugujte
pfi 500g po dobu 5 minut a odstrarite
supernatant.

14. Resuspendujte sediment v 0,1 ml AS Solution 3.

15.  Pridejte 10 pl Anti-BrdU FITC.

Pridejte dalsi fluorescenéné znacené protilatky
proti intracelulérnim  antigendm a jemné
promichejte obsah na vortexu.

16. Nechte inkubovat 30 minut
laboratorni teploté.

17.  Promyjte bufiky pfidanim 2 ml PBS, centrifugujte
pfi 5009 po dobu 5 minut a odstrarite
supernatant.

18. Resuspendujte sediment v 0,2 ml nafedéného
Fix and Lysing Solution.

19. Pridejte 20 ul 7-AAD kvdli obarveni bunécné
DNA (volitelné).

20. Nechte inkubovat
laboratorni teploté.

21.  Zméite v pritokovém cytometru.

vtemnu pfi

20 minut vtemnu pfi

Protokol pro reakce v 96-jamkové desticce

1. Pridejte k bufikdm 200 pl nafedéného Fix and
Lysing Solution (4. pouzivejte nafedéné Fix and
Lysing  Solution  vobjemu, ktery je
desetinasobkem objemu suspenze bunék).

2. Nechte inkubovat 30 minut pfi laboratorni
teploté.

3. Centrifugujte buriky pfi 500 g po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté. Odstrarite supernatant.
Promyjte buiky pfidanim 200 pl PBS.
Centrifugujte bufky pfi 500 g po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté a odstrafite supernatant.

4, Pfidejte 50 pl Permeabilizing Solution.
Promichejte obsah jamek poklepanim na
desticku.

5. Nechte inkubovat 15 minut pfi laboratorni
teploté.

6.  Promyjte bunky pfidanim 200 @l PBS.

Centrifugujte bufky pfi 500 g po dobu 5 minut

pii laboratorni teploté a odstrafite supernatant.

Pridejte 30 pl PBS.

Pfidejte 30 pl AS Solution 1.

Pfidejte 30 pl AS Solution 2.

0. Umistéte destiCku na tfepacku a nechte tfepat
pfi 400 rpm po dobu 10 minut pfi laboratorni
teploté.

11.  Pridejte 150 ul AS Solution 3.

12.  Nechte tfepat pfi 400 rpm po dobu 10 minut pfi

laboratorni teploté.

13.  Centrifugujte buiky pfi 500 g po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté. Odstrarite supernatant.
Promyjte bufky pfidanim 200 pl PBS.
Centrifugujte buriky pfi 500 g po dobu 5 minut
pii laboratorni teploté a odstrarite supernatant.

14.  Pridejte 50 pl AS Solution 3.

15.  Pfidejte 5 pl Anti-BrdU FITC.

Pridejte dal$i fluorescencné znacené protilatky
proti intracelularnim  antigenim a jemné
promichejte obsah jamek poklepanim na
desticku.

16.  Inkubujte na tfepacce pfi 300~400 rpm po dobu
30 minut v temnu pfi laboratorni teploté.
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17.  Promyjte buiky pfidanim 200 pl PBS.
Centrifugujte bunky pfi 500 g po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté a odstrafite supernatant.

18.  Resuspenduijte sediment v 200 pl nafedéného
Fix and Lysing Solution.

19.  Pridejte 20 ul 7-AAD kvdli obarveni bunééné
DNA (volitelné).

20. Nechte inkubovat
laboratorni teploté.

21.  Zméfte v pritokovém cytometru.

20 minut vtemnu pfi

11. Analyza pratokovym cytometrem

Dvouparametrova analyza obsahu DNA a inkorporace

BrdU
1.

Upravte napéti v SSC a FSC parametrech, aby se
bunééné populace vyskytovaly v zobrazovaném
rozsahu os.

Nastavte kanal PerCP na linearni zobrazeni a
upravte napéti tak, aby byly bunétné populace
v zobrazovaném rozsahu osy.

Upravte napéti v kanalu FITC tak, aby negativni
populace byly zobrazeny dojedné tfetiny
maximalniho zobrazovaného rozsahu osy.

Zméite 10 000 — 20 000 udalosti od kazdého vzorku.
Vytvorte region ohranicujici cilovou populaci bunék,
jak je ukazano v pfikladu na obrazku ¢. 1.

Zobrazte ohranienou populaci bunék v FSC-Height
(Peak) proti FSC-Area (Integral) a diagonalnim
regionem ohranicujicim singlety odstrarite doublety a
agregaty z dalSi analyzy, jak je ukazano v pfikladu
na obrazku ¢. 2.

Zobrazte ohrani¢ené singlety vgrafu FITC proti
PerCP a vytvoite regiony okolo populaci G0/G1, S a
G2/M, jak je ukazano v pfikladu na obrazku ¢&. 3.
V nékterych pfipadech je pozorovatelna také subG1
populace, ktera pfedstavuje apoptotické buriky.
Spocitejte pomémé zastoupeni bunék v jednotlivych
subpopulacich.

12. Omezeni metody

Metoda je zaloZzena na odhaleni inkorporovaného BrdU
pomoci oxidacniho poSkozeni. Proteiny citlivé na oxidaci,
jako je R-Phycoerythrin a tandemové konjugaty R-
Phycoerythrinu, jsou b&hem reakce také ovlivnény. Proto
pouZivejte protildtky oznaené R-Phycoerythrinem a
tandemovymi konjugaty R-Phycoerythrinu vyhradné az po
probéhnuti reakce atomic scissors spole¢né s barvenim
pomoci Anti-BrdU FITC (krok €. 15 v protokolu pro detekci
BrdU).

13. Appendix

Piprava roztoku PBS (je mozné pouZit i jiné pfedpisy pro
pfipravu PBS)

Nechte rozpustit:

8.0g NaCl

02g KCl

209 KH2PO4

1,42 g NazHPO4-2H:0

v 800 ml of demineralizované vody.

Upravte pH na 7,4 pomoci HCI.

Doplrite dH20 do 1 litru.
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SLOVENSKY

1.

Nechte sterilizovat autoklavovanim po dobu 20 minut pfi
15 psi nebo sterilizujte filtraci.
Skladujte v lednici pfi 2 - 8 °C.

Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou I 341

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

Fax: +420 261 090 660

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

Pouzitie supravy

BrdUFlowEx® Kit je uréeny pre znacenie proliferujlcich
buniek a ich naslednl imunodetekciu pomocou prietokovej
cytometrie. Pomocou kitu je mozné analyzovat proliferaciu
ludskych a mysSich leukocytov alebo bunkovych linii
[udského a mysieho povodu.

Uvod

Principidlne je mozné rozlisit Styri metédy, ako stanovit
proliferaciu buniek: (I) meranim drovne syntézy DNA; (1)
meranim Ubytku fluorescenénej znacky; (Ill) detekciou
proliferane $pecifickych bunkovych znakov a (IV) meranim
bunkovej biochemickej aktivity.

NajspolahlivejSie a najpresnejSie z vys$Sie uvedenych v
sucasnosti dostupnych stanoveni je meranie &erstvo
syntetizovanej DNA prostrednictvom detekcie
zainkorporovanych  oznacenych  nukleozidov  alebo
nukleozidovych analégov.

BrdUFlowEx® FITC Kit pouziva pre oznacenie bunkovej
DNA v proliferujucich bunkach thymidinovy analég 5-brém-
2-deoxyuridin (BrdU). Znagenie mozno vykonavat in vitro
pridanim BrdU do kultivaéného média alebo in vivo
rozpustenim BrdU do vody pre napajanie experimentalnych
zvierat alebo intraperitonedlou injekciou roztoku BrdU.
Dlhodoba expozicia BrdU (niekolko hodin aZ dni) sa
pouziva v experimentoch, ktoré maju za ciel odlisit
proliferujucu a neproliferujicu populaciu buniek, oproti
tomu kratkodobd expozicia dovoluje detailnejiu analyzu
kinetiky bunkového cyklu (tzv. pulse-chase experimenty).
Akonéhle je BrdU inkorporovany a zamaskovany parujicimi
bazami v dvojzavitnici DNA, stava sa nepristupny pre
anti-BrdU protilatky. Pouziva sa niekolko réznych
pristupov, ako inkorpovany BrdU odhalit. Budto je bunkova
DNA vystavena denaturujicim agens, ktoré rozvolnia
dvojzavitnicu, alebo si maskujuce bazy odstranené
enzymaticky. Miesta na DNA s odhalenym BrdU su
detekované  fluorescenéne  znaCenymi  protilatkami.
Zvycajne je test vykonavany ako dvojparametrové meranie,
kedy sa spolu s detekciou BrdU meria aj obsah bunkovej
DNA. Niektoré postupy odhalenia BrdU dovoluju sicasne
s meranim inkorporacie BrdU aj detekciu dalSich
povrchovych a intracelularnych molekul.
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4. Princip testu

Metoéda odhalenia a detekcie nukleozidového analdgu
BrdU pomocou BrdUFlowEx® FITC Kit spogiva v
oxidaénom naruseni deoxyribdzy v retazci DNA pomocou
i6nov jednomocnej medi za pritomnosti kyslika. Princip
tejto metody zvanej "atomic scissors" bol pévodne pouZity
pre mikroskopicku detekciu BrdU (Ligasova et al., 2012).
Reakcia sposobuje jemné naruSenie DNA a dovoluje
sucasnu detekciu bunkovych jadrovych proteinov, ktoré su
pri pouziti ostatnych metdd odhalenia BrdU nezistitelné
(napr. PCNA-1). Reakcia je U¢inna iba pri zasobovani
kyslikom, &oho je dosiahnuté trepanim po dobu trvania
reakcie. Akonahle prebehne Stiepenie DNA, su bunky
inkubované s fluorescentne znaCenou Specifickou
protilatkou proti BrdU (Liboska et al., 2012). Ak je test
vykonavany ako dvojparametrové meranie, je pre odhad
obsahu DNA v bunkach pouzita farbi¢ka 7-AAD dodavana
v kite. To dovoluje uzivatefovi analyzovat signal
inkorporovaného BrdU v zavislosti na mnoZstve bunkovej
DNA, ktoré je umerné intenzite znaCenia pomocou 7-AAD
(odliSuje bunky v G0/G1, S a G2/M faze bunkového cyklu).
Detekcia BrdU pomocou BrdUFlowEx® FITC Kit je
kompatibilna s imunodetekciou dalSich  bunkovych
povrchovych a intracelularnych proteinov  pomocou
fluorescenéne  znagenych  protilatok.  Postup  bol
optimalizovany na vykondvanie reakcii v skumavkach
a v 96-jamkovej dosticke.

. Upozornenie

Suprava je uréena len pre vyskumné Ucely.

Pracujte vyhradne v ochrannych rukaviciach a pri praci
dodrzujte spravne postupy zaobchadzania s potencialne
infek&nym materialom.

NepouZivajte reagencie po uplynuti doby pouZitelnosti.
Chrarite obsah flasticiek pred kontaminaciou.

Prietokovy cytometer pravidelne kalibrujte pomocou
fluorescenénych guli¢iek, aby bola zaistena stabilna
citlivost detektorov.

NedodrZanie odpori¢aného postupu
ovplyvnit vysledky testov.

analyzy mobze

Varovanie:
Komponenta BrdU (ED7073-8) obsahuje lyofilizovany
5-bromo-2-deoxyuridin.

NEBEZPECENSTVO

H vety

H340 Mbze spodsobit genetické poSkodenie.

H361 Podozrenie na podkodenie plodnosti alebo plodu v
tele matky.

P vety

P201 Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi
pokynmi.

P281 Pouzivajte predpisané osobné ochranné prostriedky.

P308+313 PO expozicii alebo podozreni z nej:

Viyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P501 ZneSkodnite obsah/nadobu
do autorizovaného miesta sberu nebezpeénych
odpadov.
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Komponenta Fix and Lysing Solution (ED7073-1)
obsahuje diethylenglylol; methanol, formaldehyd.

NEBEZPECENSTVO

H vety

H302+312+332 Zdraviu Skodlivy po poZiti, pri kontakte
s pokozkou, pri vdychnuti.

H315 Drazdi kozu.

H317 Moze vyvolat alergickl koznu reakciu.

H319 Spdsobuje vazne podrazdenie o€i.

H335 MoZe spdsobit podraZdenie dychacich ciest.

H351 Podozrenie, Zze spbsobuje rakovinu.

H371 MoZe spdsobit poSkodenie organov.

H373 MoZe sposobit poskodenie obliCiek pri dlhdej alebo

opakovanej expozicii.

P vety

P270 Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani nefajcite.
P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P301+312 PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch,
volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.

P302+352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte
velkym mnozstvom vody a mydla.

P305+351+338 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mindt ich

opatrne vyplachuijte vodou. Ak pouZivate
kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrarite ich. PokraCujte vo vyplachovani.
P501 ZneSkodnite obsah/nadobu do autorizovaného
miesta sberu nebezpe€nych odpadov.

. Obsah supravy

ED7073-1 Fix and Lysing Solution

1 fladticka s obsahom 10x koncentrovaného fixacné-
lyzaéného roztoku, flasticka je uréena pre 100 reakcii.
ED7073-2 Permeabilizing Solution, 1 flaSticka s
obsahom 30 ml roztoku permeabilizatného Cinidla
pripraveného na pouzitie, flasticka je urena pre 100
reakci.

ED7073-3 AS Solution 1 (AS je skratenym vyjadrenim
pre atomic scissors), 4 kusy flastiCiek obsahujucich
lyofilizovany askorbat, 1 fladticka je uréena pre 25 reakcii.
ED7073-4 AS Solution 2 (AS je skratenym vyjadrenim
pre atomic scissors), 1 flasticka s obsahom 10 ml roztoku
mednatych iénov, roztok je pripraveny na pouzitie, flasticka
je uréena pre 100 reakcii.

ED7073-5 AS Solution 3 (AS je skratenym vyjadrenim
pre atomic scissors), 2 kusy flasti¢iek obsahujucich 30 ml
roztoku pripraveného na pouzitie, 1 flasticka je urcena pre
50 reakeii.

ED7073-6 Anti-BrdU FITC, 1 flasticka s obsahom 1 ml
roztoku anti-BrdU protilatky oznagenej fluoresceinom (klon
MoBu-1, Izotyp 1gG1), roztok je pripraveny na pouzitie,
flasticka je urcena pre 100 reakcii.

ED7073-7 7-AAD, 1 flasticka s obsahom 2 ml roztoku
7-aminoactinomycinu D, roztok je pripraveny na pouZzitie,
flasticka je uréena pre 100 reakcii.

ED7073-8 BrdU, 4 kusy flastiCiek obsahujlcich
lyofilizovany 5-bromo-2-deoxyuridine, 1 flastiCka je urena
k priprave 2 ml roztoku 10 mM BrdU.
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Potrebné vybavenie a material, ktory nie je

dodavany
Ultradista demineralizovana voda (dH20)
Skumavky (12 x 75 mm) alebo 96-jamkovéa dosticka
PBS (phosphate buffered saline), vid Appendix Priprava
roztoku PBS na strane 10.
Stojan na skimavky
Centrifiga
Laboratérna trepacka
Sada automatickych pipiet s jednorazovymi Spi¢kami
Vortex
Prietokovy cytometer - excitacia modrym laserom 488 nm,
emisia ziarenia pri 525 nm (FITC) a pri 675 nm (PerCP)
50 ml polypropylénové skimavky alebo sklenené flase na
nariedenie a skladovanie 1x Fix and Lysing solution

Skladovanie supravy

BrdU FlowEx® FITC Kit skladujte pri teplote 2-8 °C. Doba
pouzitelnosti je vyznagena na jednotlivych reagenciach aj
na krabici supravy.

Priprava reagencii pred meranim

Fix and Lysing Solution

Fix and Lysing Solution nariedte desatkrat do
demineralizovanej  vody, tzn. zmieSajte 1  diel
koncentrovaného roztoku Fix and Lysing Solution a
9 dielov vody (napr. 5 ml Fix and Lysing Solution a 45 ml
dH20).

Nespotrebované nariedené Fix and Lysing Solution je
mozné skladovat po dobu 4 tyzdiov pri laboratérnej teplote
alebo v chladnicke pri 2-8 ° C.

AS Solution 1

Obsah flasticky rozpustite v 4 ml PBS.

NepouzZity roztok je mozné zamrazit a skladovat 3 mesiace
pri teplote -20 ° C alebo niz3ej. Roztok je mozné
opakovane rozmrazit' a znovu zmrazit.

BrdU

Obsah flasticky rekonstituujte v 2 ml dH20, po rozpusteni
je koncentracia BrdU v roztoku 10 mM (3,07 mg / ml).
NepouZity roztok BrdU je moZné zmrazit a skladovat
12 mesiacov pri teplote -20 ° C alebo nizSej. Roztok mozno
opakovane rozmrazit a znovu zmrazit.

10. Postup znacenia DNA a detekcie BrdU

e  Znacenie DNA pomocou BrdU
Zriedte zasobny roztok BrdU (10 mM) do
kultivaného média na koneénl koncentraciu v
rozsahu 10-60 uM. Presné podmienky znacenia

zavisia od druhu experimentu (pulz, dlhodoba
expozicia).

e Spracovanie buniek
a. Bunky pestované na miskach alebo v

kultivanych flasiach:

Adherentné bunky prevedte do suspenzie
trypsinizaciou. Ak sa jednd o suspenzné
bunky, prejdite rovno k nasledujicemu kroku.
Centrifugujte bunky pri 300 g po dobu 10 min,
odstrante supernatant.
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Oplachnite bunky resuspendovanim sedimentu
v510 ml PBS (laboratérna  teplota),
centrifugujte pri 300 g po dobu 5-10 min a
odstrarite supernatant.

Resuspendujte bunky v PBS na koncentraciu
~ 1 x 107 buniek/ml.

Pipetujte 0,1 ml bunkovej suspenzie do
skumaviek (12 x 75 mm).

Bunky pestované v 96-jamkovej doéticke
(suspenzné bunky):

Centrifugujte dosticku s bunkami pri 300 g po
dobu 5 minut pri laboratornej teplote a odstrate
supernatant.

Pridajte 200 pl PBS (laboratérna teplota),
centrifugujte do$ticku s bunkami pri 300 g po
dobu 5 minut, odstrarite supernatant.
Resuspendujte sediment v 20 pul PBS.

Plna krv

Ku kulture pridajte roztok 20mM EDTA/PBS (nie
je dodavany), aby bola kone¢na koncentracia
EDTA 2 mM.

Inkubuijte 15 minut pri laboratérnej teplote.
Uvolnite prisadnuté bunky poklepanim na
kultivaént flaSu alebo vortexovanim kultivaénej
skumavky a dalej postupujte ako by sa jednalo
0 suspenzné bunky.

e  Znacenie povrchovych antigénov

Do skumaviek/jamiek obsahuijtcich suspenziu buniek

pridajte

fluorescenéne  znafené  protilatky a

premieSajte obsah.
Inkubujte 15-30 minut podfa konkrétnych inStrukcii
vyrobcu.

Oplachnite  bunky pridanim 2 ml

PBS do

skumaviek/200 pl PBS do jamiek na dosticke.
Centrifugujte pri 300 g po dobu 5 mindt a odstrarite
supernatant.

Detekcia BrdU

Nasledujice dva protokoly sU

optimalizované pre

vykonanie reakcie v skimavkach alebo v 96-jamkovej
dosticke. Protokoly sa liSia v objemoch reagencii
pouzivanych pocas postupu.

Protokol pre detekciu BrdU v skiimavke

1.

Pridajte  1ml nariedeného Fix and Lysing
Solution k0,1 ml suspenzie buniek a
premieSajte (tj. pouzivajte nariedené Fix and
Lysing Soluton v objeme, ktory je
desatnasobkom objemu suspenzie buniek).
Inkubuijte zmes 30 minut pri laboratérnej teplote.
Oplachnite  bunky pridanim 2 ml PBS,
centrifugujte pri 300 g po dobu 5 minut a
odstrarite supernatant.

Resuspendujte bunky v 0,3 ml Permeabilizing
Solution.

Inkubujte 15 minut pri laboratérnej teplote.
Oplachnite  bunky pridanim 2 ml PBS,
centrifugujte pri 300 g po dobu 5 minit a
odstrarite supernatant.

Pridajte 0,1 ml PBS.

Pridajte 0,1 ml AS Solution 1 a premieSajte
obsah skumavky na vortexe.

Pridajte 0,1 ml AS Solution 2.
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11.
12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Umiestnite skimavky v stojane na trepacku a
nechajte trepat pri 400 rpm pocas 10 minat pri
laboratérnej teplote.

Pridajte 0,4 ml AS Solution 3.

Nechajte trepat pri 400 rpm pocas dalSich
10 mindt pri laboratornej teplote.

Oplachnite  bunky pridanim 2 ml PBS,
centrifugujte pri 500 g po dobu 5 minit a
odstrante supernatant.

Resuspendujte sediment v 0,1 ml AS Solution 3.
Pridajte 10 pl Anti-BrdU FITC.

Pridajte dalsie fluorescenéne znacené protilatky
proti intraceluldrnym  antigénom a jemne
premieSajte obsah na vortexe.

Inkubuijte 30 minut v tme pri laboratérnej teplote.
Oplachnite bunky pridanim 2 ml PBS,
centrifugujte pri 500 g po dobu 5 minut a
odstrante supernatant.

Resuspendujte sediment v 0,2 ml nariedeného
Fix and Lysing Solution.

Pridajte 20 pl 7-AAD kvoli naznaceniu bunkovej
DNA (volitelné).

Inkubuijte 20 minut v tme pri laboratérme;j teplote.
Analyzujte pomocou prietokového cytometru.

Protokol pre detekciu BrdU v 96-jamkovej dosti¢ke

1.

s

S © ;N

I

1.
12.

14.
15.

K bunkam pridajte 200 pl nariedeného Fix and
Lysing Solution (tj. pouzivajte nariedené Fix
and Lysing Solution v objeme, ktory je
desatnasobkom objemu suspenzie buniek).
Inkubujte 30 minut pri laboratornej teplote.
Centrifugujte bunky pri 500 g po dobu 5 minut
pri laboratérnej teplote. Odstrarite supernatant.
Oplachnite bunky pridanim 200 ul PBS.
Centrifugujte bunky pri 500 g po dobu 5 minut
pri laboratérnej teplote a odstrante supernatant.
Pridajte 50 pl Permeabilizing  Solution.
PremieSajte obsah jamiek poklepanim na
dosticku.

Inkubujte 15 minut pri laboratornej teplote.
Oplachnite bunky pridanim 200 ul PBS.
Centrifugujte bunky pri 500 g po dobu 5 minut
pri laboratérnej teplote a odstrante supernatant.
Pridajte 30 pl PBS.

Pridajte 30 pl AS Solution 1.

Pridajte 30 pl AS Solution 2.

Umiestite doSticku na trepaku a nechajte
trepat pri 400 rpm pocas 10 mindt pri
laborat6rnej teplote.3

Pridajte 150 ul AS Solution 3.

Nechajte trepat pri 400 rpm pocas 10 minut pri
laboratérnej teplote.

Centrifugujte bunky pri 500 g po¢as 5 minut pri
laboratornej teplote. Odstrarite supernatant.
Oplachnite  bunky pridanim 200 ul PBS.
Centrifugujte bunky pri 500 g po dobu 5 minut
pri laboratérnej teplote a odstrafte supernatant.
Pridajte 50 pl AS Solution 3.

Pridajte 5 ul Anti-BrdU FITC.

Pridajte  dal$ie  fluorescenéne  znalené
protilatky proti intracelularnym antigénom a
jemne premiesajte obsah jamiek poklepanim
na dosticku.

Inkubujte na trepacke pri 300~400 rpm pocas
30 minat v temnu pri laboratornej teplote.
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17.  Oplachnite bunky pridanim 200 pl PBS. Dopliite dH20 do 1 litra.

Centrifugujte bunky pri 500 g po dobu 5 minut Nechajte sterilizovat v autoklave po dobu 20 minut pri
pri laboratérnej teplote a odstrarite supernatant. 15 psi alebo sterilizujte filtraciou.
18.  Resuspendujte sediment v 200 ul nariedeneho Skladujte v chladnicke pri 2-8 °C.

Fix and Lysing Solution.

19. Pridajte 20 pl 7-AAD kvéli naznaeniu
bunkovej DNA (volitelné).

20. Inkubujte 20 mint vtemnu pri laboratornej
teplote.

21.  Analyzujte pomocou prietokového cytometru.

11. Analyza prietokovym cytometrom

Dvojparametrova analyza obsahu DNA a inkorporacie

BrdU

1. Upravte napétie pre SSC a FSC parametre tak, aby
boli bunkové populacie v zobrazovanom rozsahu
osf.

2. Nastavte kanal PerCP na linearne zobrazenie
signdlu a upravte napétie tak, aby boli bunkové
populacie v zobrazovanom rozsahu osi.

3. Upravte napétie v kanali FITC tak, aby negativne

populacie boli zobrazené do jednej tretiny

maximalneho zobrazeného rozsahu osi.

Analyzujte 10 000 - 20 000 udalosti z kazdej vzorky.

5. Vytvorte regiéon ohraniCujlci cielovl populaciu
buniek, ako je to znazornené v priklade na obrazku
¢. 1.

6.  Zobrazte ohrani¢ent populaciu buniek v dot-plote
FSC-Height (Peak) proti FSC-Area (Integral) a
diagonalnym  regiénom  ohrani¢ujicim  singlety
odstrante dublety a agregaty z dalSej analyzy, ako je
to znazornené v priklade na obrazku ¢. 2.

7.  Zobrazte ohrani¢ené singlety v dot-plote FITC oproti
PerCP a vytvorte regiony okolo populacii G0/G1,
SaG2/M, ako je to znazornené na priklade na
obrazku ¢&.3. 'V  niektorych pripadoch je
pozorovatelna tiez subG1 populdcia, ktora
predstavuje apoptotické bunky.

8. Spocitajte pomerné zastupenie buniek v jednotlivych
subpopulaciach.

~

12. Obmedzenia metody

Metéda je zaloZzend na odhaleni inkorporovaného BrdU
pomocou oxidaného poSkodenia. Proteiny citivé na
oxidaciu, ako je R-Phycoerythrin a tandemové konjugaty
R-Phycoerythrinu, si po&as reakcie tiez poSkodené. Preto
pouzivajte protilatky oznaené R-Phycoerythrinom a
tandemovymi konjugaty R-Phycoerythrinu vyhradne az po
prebehnuti reakcie atomic scissors spologne s farbenim
pomocou Anti-BrdU FITC (krok €. 15 v protokole pre
detekciu BrdU).

13. Appendix

Priprava roztoku PBS (je moZné pouZit aj iné predpisy pre
pripravu PBS)

Nechajte rozpustit:

8.0g NaCl

02g KCI

20g KHzPO4

1,42 g NazHPO4-2H20

v 800 ml demineralizovanej vody.

Upravte pH na 7,4 pomocou HCI.
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14.Example of data / Vzorové vyhodnoceni /
Vzorové vyhodnotenie

Side scatter

Fig. 1

Obr. 1

Obr. 1

FSC-Height (Peak)

Fig. 2

Obr. 2

Obr. 2

T T T T T

0 50K 100K 150K 200K 250K
Forward scatter

Side scatter (SSC) vs forward scatter (FSC) dot-plot
depicting the region (R1) that delimits the target cell
population (Jurkat cells).

Zobrazeni side scatter (SSC) vs forward scatter (FSC)
ukazujici region (R1) ohraniéujici cilovou populaci
bunék (buriky Jurkat).

Zobrazenie side scatter (SSC) vs forward scatter
(FSC) ukazujice region (R1) ohranicujlci cielovu
populaciu buniek (bunky Jurkat).

250K

200K

150K

100K

50K

L B e e N AN |

50K 100K 150K 200K 250K
FSC-Area (Integral)

FSC-Height (Peak) vs FSC-Area (Integral) dot-plot of
the gated target cell population depicting the
diagonal region (R2) that delimits singlets.

Zobrazeni FSC-Height (Peak) vs FSC-Area (Integral)
s diagonainé  polozenym  regionem  (R2)
ohranicujicim singlety.

Zobrazenie FSC-Height (Peak) vs FSC-Area
(Integral) s diagonaine polozenym regiénom (R2)
ohraniujucim singlety.
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BrdU /FITC

Fig. 3

Obr. 3

Obr. 3
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DNA (7-AAD) / PerCP

Jurkat cells incubated with 10uM BrdU for 1 hour.
FITC (BrdU signal) vs PerCP (7-AAD signal) dot-plot
of the gated singlets shows BrdU incorporation in
relation to the 7-AAD signal. 7-AAD signal is
proportional to the cellular DNA content (G1/GO,
G2/M and S phase gates).

Buriky Jurkat inkubované po dobu 1 hodiny
vmedius 10 uM BrdU. Zobrazeni singletd v grafu
FITC (signal BrdU) vs PerCP (signal 7-AAD) ukazuje
vztah mezi inkorporaci BrdU a signdlem 7-AAD.
Signél 7-AAD je pfimo umérny obsahu DNA v burice
(regiony pro G1/G0, G2/M a S faze).

Bunky Jurkat inkubované po dobu 1 hodiny v médiu
s 10 uM BrdU. Zobrazenie singletov v grafe FITC
(signal BrdU) vs PerCP (signal 7-AAD) ukazuje
vztah medzi inkorporéaciou BrdU a signalom 7-AAD.
Signal 7-AAD je priamo Umerny obsahu DNA v
bunke (regiény pre G1/G0, G2/M a S fazy).
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16. Explanation of symbols |/
symboltl / Vysvetlenie symbolov

Vysvétleni

REF

Catalog number
Katalogové ¢islo
Katalégové ¢islo

v

Manufacturer identification
Vyrobce
Vyrobca

=

~8°C  Store within temperature limits
o Rozmezi skladovacich teplot
2°C Rozmedzie skladovacich tepltét
Batch code
LOT Cislo 8arze
Use by

Pouzitelné do
Pouzitelné do
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