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Annexin V-AF488 Apoptosis Detection Kit manual

Rnnexin V (or Annexin AB) is a member of the phosphalipid-binding annexin family
of intracellular prateins. In flow cytometry and fluorescent microscopy, Annexin V is
commonly used to detect apoptotic cells by its ability to specifically bind

to phosphatidylserine (PS) in a calcium-dependent manner. The method was first
reported by Koopman et al. (1994) [1].

In healthy cells, PS is normally retained in the inner leaflet of the plasma membrane.
The early stage of apoptosis is accompanied by the loss of membrane phospholipid
asymmetry, resulting in the exposure of PS at the cell surface. This translocation

is mediated by the activation of Xkr8 scramblase after its cleavage by effector
caspase-3. In conjunction with vital dyes such as Propidium lodide (PI), fluorochrome-
labeled Annexin V can distinguish between healthy (AnnexinPI), apoptotic
(Annexin“PI'), and necratic (Annexin"PI”) cells [2], and conduct a quantitative analysis
of cell death as a result of apoptosis and/or necrosis.
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AFA488 is bright, photostable, and hydrophilic sulfonated rhodamine fluorophore.
The dye emits in the green (FITC) channel. Its absorption max. is at 495 nm,
the emission max. is at 519 nm.

Propidium lodide is a membrane-impermeable DNA stain allowing to differentiate
necrotic, apoptotic, and healthy cells based on membrane integrity. After DNA binding,
the dye emits in the orange-red channel. Its absorption max. is at 535 nm, the
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This Apoptosis Detection Kit for 50 tests contains all necessary reagents for labeling
apoptotic and necrotic cells with AF488-conjugated Annexin V and Propidium lodide.

emission max. is at 617 nm.

Kit components

Kit component Count

11172 21172

10 assays 50 assays
11515, Annexin V-AF 488 conjugate, 1 ug 1 —
21515, Annexin V-AF 488 conjugate, 5 ug — 1
19010, Propidium lodide solution, 0.1 mg/ml, 100 uL 1 1
83215, Annexin V Binding Buffer, 5x, 15 mL 1 1

Transportation: at room temperature for 1 week. Store at -20°C.
Shelf life 9 months.
Recommended final concentrations of Annexin V-AF488 are 2 to 5 pg/mL, depending

on the studied cell culture. Before the experiment, it is necessary to test different
dilutions of Annexin V-AF488 to determine the optimal concentration.

Staining with Propidium lodide is optional. This step can be skipped if there is no need
to investigate necrosis.

Important! Annexin V can only be used as a marker of apoptosis in cells with an intact
plasma membrane. If the integrity of the plasma membrane is violated, Annexin V can
bind to PS inside the cell and give a false positive result.
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Preparation of solutions

1.

Dissolve the content of the Annexin U-AF488 lyophilized conjugate (11172)
tube in 50 plL of deionized water. / Dissolve the content of the Annexin U-AF488
Iyophilized conjugate (21172) tube in 250 L of deionized water.

Important! 7he dissolved conjugate should be stored protected from light at
2-8°C. In solution, the conjugate is stable for a month. For longterm use,
it is recommended to prepare aliquots and store them at -20°C. Avoid re-freezing!

Prepare the required volume of 1x Binding Buffer by mixing 1 part of 5x Binding
Buffer with 4 parts of deionized water.

Cell staining

1.

Carefully remove adherent cells from the growth surface in a suitable manner.
With suspension cells, start work from the next step.

Wash cells once with cold PBS (pH7.4) and once with 1x Binding Buffer.
Resuspend cells in cold 1x Binding Buffer.
Collect 100 pL of cell suspension (1x10° to 1x10° cells/mL) in a 1.5-mL

microcentrifuge tube. For flow cytometry, it is necessary to prepare additional
tubes with appropriate controls (see description of contrals below).

Add 2-5 pL of Annexin V-AF488 solution to each tube, and incubate for 10-15 min
at room temperature, protected from light.

Without preliminary wash, add 400 pL of 1x Binding Buffer to each tube.

(Optional) Add 5 pL Propidium lodide to each tube. Gently mix the contents of the
tube and incubate for 5 min at room temperature, protected from light.

Important! Do not wash the cells to remove Propidium lodide. Propidium iodide
must remain in the buffer during data collection.

Stained cells should be stored at 2-8°C in a dark place until analysis.
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Important! Quantitative analysis by flow cytometry or fluorescence microscopy
must be conducted within 4 hours from the start of the staining due to the
negative effect of Prapidium lodide on cell viability.

Flow cytometry

1.

For cytofluorimetric analysis of apoptosis and necrasis, it is necessary to prepare
the following controls: unstained cells (negative control for instrument setup);
cells stained with Annexin V-AF488 only, and cells stained with Propidium lodide
only (to adjust compensation).

Analyze hinding of Annexin V-AF488 using the FITC emission signal detector.

Analyze Propidium lodide staining using the phycoerythrin emission signal
detector.

Fluorescence microscopy

1.

Transfer a drop of the stained cell suspension onto a glass slide. Cover the cells
with a coverslip.

Alternatively, adherent cells can be stained directly on a coverslip. After staining,
invert the coverslip onto the slide to place the cells between the slide and the
coverslip.

(Optional) After staining with Annexin V, cells can be washed with 1x binding
buffer and fixed in 2% paraformaldehyde before imaging. Do nat fix cells prior
to incubation with Annexin V-AF488, as any disruption of the cell membrane may
cause non-specific binding of Annexin V to PS on the inner surface of the cell
membrane.

Imaging of the cells with a fluorescent microscope is carried out with filter sets
for FITC and rhodamine.
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Staining result

e Early apoptotic cells having bound Annexin V-AFA88 feature a green colored the
plasma membrane.

e Necraotic cells are stained red as a result of the penetration of Propidium lodide
into the cell.

e Apoptotic cells with impaired membrane integrity due to secondary necrosis are
stained red (Propidium lodide) with a green halo (Annexin V-AF488) on the cell
surface (plasma membrane).

o Viable cells remain unstained.

Links

[1] Koopman G., Reutelingsperger C.P., Kuijten G.A., Keehnen R.M., Pals S.T., van
Oers M.H. Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression
on B cells undergoing apoptosis. Blood. 1994. 84(5). P.1415-20.

[2] Martin S.J., Reutelingsperger C.P., McGahon A.J., Rader J.A., van Schie R.C.,
LaFace D.M., Green D.R. Early redistribution of plasma membrane phosphatidylserine
is a general feature of apoptosis regardless of the initiating stimulus: inhibition

by overexpression of Bcl-2 and Abl. J Exp Med. 1995. 182(5). P.1545-56.

English - 7



Handbuch fiir das Annexin V-AF488 Apoptose-Kit

Annexin V (oder Annexin A3) ist ein intrazelluldres Protein aus der Familie der
Phospholipidbindenden Annexine. In der Durchflusszytometrie und
Fluoreszenzmikroskopie wird Annexin V haufig verwendet, um apoptotische Zellen
mithilfe seiner Fahigkeit zur calciumabhéngigen Bindung an Phosphatidylserin (PS)
nachzuweisen. Die Methode wurde zuerst von Koopman et al. (1994) [1] beschrieben.

In gesunden Zellen findet sich PS normalerweise auf der Innenseite der
Plasmamembran. Die Anfangsphase der Apoptose wird von Verlust der
Membranasymmetrie begleitet, was zur Exposition von PS an der Zelloberflache fiihrt.
Dieser Transfer wird durch die Aktivierung der Scramblase Xkr8 nach ihrer Spaltung
durch Effektorcaspase 3 ermittelt. Fluorchrommarkiertes Annexin V kann in Verbindung
mit Vitalfarbstoffen wie Propidiumiodid (PI) zwischen gesunden (AnnexinPI),
apoptotischen (Annexin*PI) und nekrotischen (Annexin“PI*) Zellen unterscheiden [2].

Der Zelltod als Folge von Apoptose und/oder Nekrose kann dadurch quantitativ
bestimmt werden.
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RF488 ist ein heller, photostabiler und hydrophiler Rhodamin-Fluorophor. Der Farbstoff
emittiert im griinen (FITC) Bereich des Spektrums. Das Absorptionsmaximum betrégt
495 nm und das Emissionsmaximum liegt bei 519 nm.

Propidiumiodid ist ein membranundurchlassiger DNA-Farbstoff, der eine
Unterscheidung zwischen nekrotischen, apoptotischen und gesunden Zellen anhand
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ihrer Membranintergritat ermdglicht. Nach der Bindung an die DNA emittiert der
Farbstoff orange-rotes Fluoreszenzlicht. Das Absorptionsmaximum betragt 535 nm und
das Emissionsmaximum liegt bei 617 nm.

Das vorliegende Apoptose-Kit fiir 50 Tests enthalt alle notwendigen Reagenzien fiir
die Markierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen mit AF488-konjugiertem
Annexin V und Propidiumiodide.

Bestandteile
Komponente Anzahl
11172 21172
10 assays 50 assays
11515, Annexin V-AF 488-Konjugat, 1 ug 1 —
21515, Annexin V-AF 488-Konjugat, 5 ug — 1
19010, Propidiumiodid-Lésung, 0,1 mg/ml, 100 uL 1 1
83215, Annexin-V-Bindungspuffer, 5x, 15 mL 1 1

Transport: bei Raumtemperatur bis zu eine Woche. Lagerungsbedingungen: bei -20 °C.
Haltharkeit: 9 Monate.

Die empfohlene finale Kanzentration von Annexin-V-AF488 betrdgt 2 bis 5 pg/ml,
abhéngig von der untersuchten Zellkultur. Vor dem Experiment miissen verschiedene

Verdiinnungen von Annexin-V-AF488 getestet werden, um die optimale Konzentration
zu bestimmen.

Die Férbung mit Propidiumiodid ist optional. Dieser Schritt kann tibersprungen werden,
wenn die Untersuchung auf Nekrose nicht erforderlich ist.

Wichtig! Annexin V kann als Apoptosemarker nur in Zellen mit intakter
Plasmamembran verwendet werden. Sobald die Integritét der Plasmamembran gestdrt
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wird, kann Annexin V an PS innerhalb der Zelle binden und dadurch ein falsches
positives Ergebnis liefern.

Herstellung der Losungen

1.

Lésen Sie das lyophilisierte Annexin-V-AF488 Konjugat (11172) in 50 pl
deionisiertem Wasser. / Losen Sie das lyophilisierte Annexin-U-AF488 Konjugat
(21172) in 250 pl deionisiertem Wasser.

Wichtig! Das aufgeloste Konjugat sollte vor Licht geschiitzt und bei

2-8 °C gelagert werden. In Ldsung ist das Konjugat einen Monat lang stabil. Zur
langfristigen Nutzung empfiehlt es sich, Aliquots herzustellen und bei

-20 °C aufzubewahren, wobei Wiedereinfrieren vermeiden werden sollte.

Stellen Sie das erforderliche Volumen von 1x Bindungspuffer her, indem Sie 1 Teil
der 5x Pufferlésung mit 4 Teilen deionisierten Wassers verdiinnen.

Anfarbung der Zellkerne

1.

Adhérente Zellen in geeigneter Weise vorsichtig von der Kulturunterlage
entfernen. Bei Suspensionszellen beginnen Sie die Arbeit mit dem néchsten
Schritt.

Waschen Sie die Zellen einmal mit kaltem PBS (pH 7.4) und einmal mit
1x Bindungspuffer.

Resuspendieren Sie die Zellen in kaltem 1x Bindungspuffer.
Filllen Sie 100 pl Zellsuspension (1x10° bis 1x10° Zellen/ml) in ein 1,5-ml

Mikrozentrifugenrohrchen. Fiir die Durchflusszytometrie sind zudem geeignete
Kontrollen vorzubereiten (siehe Beschreibung der Kontrollen unten) erforderlich.

Fiigen Sie jedem Réhrchen 2—5 pil Annexin-V-AF488-Losung hinzu und inkubieren
Sie diese fir 10—15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Vor Licht schiitzen.

Geben Sie ohne vorheriges Waschen 400 pl 1x Bindungspuffer in jedes Réhrchen.
(Optional) Geben Sie 5 pl Propidiumiodid in jedes Rdhrchen. Mischen Sie
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vorsichtig und inkubieren Sie 5 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

Wichtig! Waschen Sie das Propidiumiodid nicht aus der Zellsuspension.
Propidiumiodid muss wéhrend der Messung im Puffer bleiben.

8. Die geféarbten Zellen sollten bis zur Analyse bei 2—8 °C dunkel Ort gelagert
werden.

Wichtig! Die quantitative Analyse mittels Durchflusszytometrie oder
Fluoreszenzmikroskapie muss innerhalb von 4 Stunden nach Beginn der Férbung
ausgefiihrt werden (wegen der Beeintréchtigung der Zellaktivitét durch
Propidiumiodid).

Durchflusszytometrie

1. Fiir die zytofluorimetrische Analyse der Apoptose und Nekrose ist die Herstellung
foldender Kontrollproben erforderlich: ungeféarbte Zellen (Negativkontrolle zur
Gerétekalibrierung), nur mit Annexin-V-AF488 gefarbte Zellen und nur mit
Propidiumiodid gefarhte Zellen (fiir die Kompensasionseinstellungen).

2. Analysieren Sie die Bindung von Annexin-V-AF488 mit dem.

3. Analysieren Sie die Propidiumiodid-Farbung mit dem Fluoreszenzdetektor fiir
Phycoerythrin.

Fluoreszenzmikroskopie

1. Geben Sie einen Tropfen der gefarbten Zellsuspension auf einen Objekttréger.
Decken Sie die Zellen mit einem Deckglas ab.

2. Alternativ konnen adharente Zellen direkt auf einem Deckglas gefarbt werden.
Legen Sie dieses so auf einen Objekttrager, dass sich die Zellen zwischen dem
Objekttrager und dem Deckglas befinden.

3. (optional] Mit Annexin-V geférbte Zellen konnen mit 1x Bindungspuffer gewaschen
und vor der Bildgebung in 2% Paraformaldehyd fixiert werden. Fixieren Sie die
Zellen nicht vor der Inkubation mit Annexin-V-AF488, da eine Beschadigung der
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Zellmembran die unspezifische Bindung von Annexin-V an PS auf der Innenseite der
Zellmembran verursachen kann.

4. Zur Bildgebung am Fluoreszenzmikroskop eignen sich Filtersétze wird fiir FITC und
Rhodamin.

Farbungsergehnis

e Frilhe apoptotische Zellen, die Annexin-V-AF488 gebunden haben, weisen eine
Griinfarbung in der Plasmamembran auf.

o Nekratische Zellen sind rot gefarbt als Ergebnis des Eindringens von
Propidiumiodid in die Zelle.

e Apoptatische Zellen mit beeintrachtigter Membranintegritat aufgrund sekundarer
Nekrose sind rot gefarbt (Propidiumiodid) mit griiner Plasmamembran (Annexin-V-
AF488).

e (esunde Zellen bleiben ungeférbt.

Referenzen

[1] Koopman G., Reutelingsperger C.P., Kuijten G.A., Keehnen R.M., Pals S.T., van
Oers M.H. Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression
on B cells undergoing apoptosis. Blood. 1994. 84(5). P.1415-20.

[2] Martin S.J., Reutelingsperger C.P., McGahon A.J., Rader J.A., van Schie R.C.,
LaFace D.M., Green D.R. Early redistribution of plasma membrane phosphatidylserine
is a general feature of apoptosis regardless of the initiating stimulus: inhibition

by overexpression of Bcl-2 and Abl. J Exp Med. 1995. 182(5). P.1545-56.
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WHeTpykums K HaGopy Ans onpeaeneHus

anonToTU4ECKMX KIETOK C NOMOLLbI0 @HHeKcuHa V-
AF488

Rnnexcun U (unn AHHekciH AB) NprHapnexmnT cemencTBy aHHEKCHOB,
BHYTPUKNETOUHbIX GENKOB, CBA3bIBAIOWMX thochonmnigbl. AHHekcuH V 06bI4HO
11CNONb3YETCs B NPOTOYHOV LMTOMETPUI 11 (hTyOPECLIEHTHON MUKPOCKONUNA 419
Onpefienexns anonToTU4YeCKIX KNeTok, 6naroaps ero cnoco6HOCTY creundnyeckm
cBs3bIBaTLCS ¢ ochatmpmncepuHom (MC) Kanbuwi-3aBucumbiM 06pasom. MeTog 6bin
Bnepsble oncaq Koopman c coasr. (1994) [1].

OpHUM 13 paHHIX NPOSIBIIEHNIA NPOrPaMMIPYEMOit KneTouHoi rnbenn (anontosa)
BNSETCS HapyLLeHne acuMmeTpin docdonunuaHoro 6ucros. B 3noposbix knetkax MG
COAEPXUTCS TONMbKO C BHYTPEHHEN CTOPOHbI Nna3matiyeckor Membpaksl. Bo Bpems
anonTo3a MemGpaHHasi acuMmeTpus ucyesaeT, MC nepeMeLLaeTcs Ha HapyXXHYI0
CTOPOHY MEMBPaHbI 1 CTAHOBWTCS [OCTYMHbIM NS CBA3bIBaHWS (DNyOPECLEHTHO
MeyeHHbIM aHHekcuHom V. [laHHas TpaHcnokauws onocpe/oBaHa akT/BaLyen
ckpem6nasbl Xkr8, nocne ee paciuensneqns 3qhekTopHor kacnasoin-3. B codeTaHmn
C APYTMU NPVKU3HEHHBIMIA KPACUTENAMIA, TakiMU Kak iopveTbii nponuaui (P1),
cBA3bIBaHME aHHekcuHa V ¢ MC no3sonseT pasnnyatb NoNynaumMIA 3[0POBbIX
(Annexcun PI), anonTotudeckux (AusekcuH “Pl) v Hekpotiyeckux (AnnekcuH Pl™)
kneTok [2] n NpoBOAMTL KONMMYECTBEHHBIN aHANN3 KNETOYHO rAGen B peaynsTaTe
anonTo3a u/mnu Hekposa.

(@ Healthy cell (@ Apoptotic cell (@ Necrotic cell
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RF488 — cynbdupoBaHHbIil pogamuH, SpKui, hoTocTabunbHbIA 1 TMaPOdNbHBIA
thnyopodpop. Kpacutens nanyyaet B 3eneqom (FITC) kanane. Makcumym
nornouesns — 495 um. Makeumym ammceiim — 519 Hu.

VopucTeiii nponuawii (P1) — HenpoHMLaEMbIl Yepe3 NNa3MaTYeckylo MEMGDaHY
[HK-kpacuTenb, no3Bonsiowpin paniniaTs NonynaUn HEKPOTUYECKIAX, aNonTOTUHECKNX
11 3010pOBbIX KMETOK Ha OCHOBE LIENOCTHOCTY MeMBPaHbI. Mocne cBssbiBatms ¢ [HK
KpacuTenb 13ny4aeT B 0paHKeBO-KPacHOM KaHarne. Mlakcimym normnoteHns —

535 Hm. Makeumym amuceim — 617 Hw.

[aHHblit Habop ANA onpeaeneHus anonToTMYMECcKMUX KNeToK paccyntaH Ha 50 Tectos
11 COMIEPXUT BCE HEOBXOANMbIE PEAreHTbl 1 MEYEHUs anonTOTUHECKIX

11 HEKPOTMYECKIX KNETOK C NOMOLLbH aHHEKCHHa V, KoHblorpoBaHHoro ¢ AFA88,

11 I0AUCTOr0 NPoNnauS.

Cocrae Habopa

Komnonenr Ha6opa Konuuecteo

11172 21172
10 assays 50 assays

11515, AxHekcuH V-AF 488 kowbioraT, 1 ug 1 —
21515, AnrexcuH V-AF 488 kowbtorar, 5 ug — 1
19010, ViogveTsin nponuauit, BogHeli pacaop, 0.1 mr/mn, 100 ul 1 1
83215, bydep nna ces3biBaHus aHHekciHa V, 9x, 15 mL 1 1

TpaHcnopTvpoBKa: 40 OAHON HEAEN NPpY KOMHATHO TemnepaType. XpaHeHue: npu
-20°C.

Cpok xpaHeHus 9 mecsues.

PekomeHayemble KOHUEHTpauun aHHekcuHa V-AF488 — ot 2 1o 5 mkr/mn,
B 3a@BVCUMOCTIA OT UCCIEAYEMON KNETOYHOM KyNbTypbl. Mepes akcneprMeHTom
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Heo6xoayMo 0npoBoBaTb pasHble pasBefeHns aHHekciHa V-AF488 ana onpenenenms
ONTVMANbHON KOHLEHTPAaLMIA.

OkpaluvBaHe C NOMOLLBH HOANCTOrO NPONUANS — OMLMOHA/bHO. 3TOT 3Tan MOXHO
MpoNyCTUTh, ECAIN B 3afa4ax HET HEOBXOANMOCTIA CCHBA0BaTb HEKPO3.

Bamuo! AxHekcur V MoxHo ncrnonb308aT B K34eCTBE MAPKEPa anonTo3a TosbKo

B KIETKAX C UHTEKTHOU 117183MAaTUYECKON MeMBPaHod. [py HapyLLIeHn LenocTHOCTY
T11183MATNYECKOI MEMBPaHbI HHEKCUH V MoXeT cBa3biBaTeCs ¢ @C BHYTPY KIETKY
1 48BaTb JIOKHOMONMOXNTE IbHbIA PE3YIIbTAT.

MpuroToBnenune pacTeopos

1.

PacTBopuTe coaepxumoe npo6upky ¢ MMothnnuanpoBaHHbiM annekcunom V-
AF488 (11172) B 50 Mkn aevoH30BaHHON BOAb!. / PacTBopuTe copepxumoe
npo6upku ¢ NotunnanposaHHbiv annekcuuom U-AF488 (21172) B 250 mkn
[EVOHN30BaHHOI BObI.

Bawuo! PasseqeHHbint pexomBUHAHTHbIV GEOK HEOGXOAUMO XDaHNTb
3aLymLeHHsIM 0T cBeTa rpy Temnepatype 2-8°C. B pactsope KoHbirar craburieH
B TeYeHIe MecsLa. [1on A/nTesIbHbIX SKCEPUMEHTaX PEKOMEHIYETCS MPUroTOBUTL
anMKBOTbI U XpaHUTL ux rpu Temneparype -20°C. V36erats noBTopHoro
3amopaxvsanns!

MpuroToBbTE HEOBXOAMMBIN 06LEM 1X Gydepa Ang cBs3bIBaHNS, cMewas 1 4acTb
5x Gythepa ans cBA3bIBAHWA C 4 4aCTAMY AEVOHN30BAHHOM BOfbI.

lll(pamunauue KNneToK

1.

AnreanpoBaHHbie KNeTKu akkypaTHO CHIUMIATE C MOBEPXHOCTY POCTA NOAXOAALLMM
cnoco6om. C cycneHanoHHbIMI KIeTKaMi Ha4qiHaiTe paGoTy Co CrefyioLLero
MYHKTA.

[MpomoliTe kNeTky oauH pa3 oxnaxaénHsiv PBS (pH7.4) v ognH pas 1x Gydepom
ANS CBA3bIBAHMA.
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3. PecycneHanpyitte KNeTku B xonogHoM ‘1x Gydepe Ans cs3biBaHms.

4. Or6epute 100 mkn cycnenawm knetok (o 1x10° no 1x10° knetok/mn)
B MUKPOLEHTPUAYXHbIE NPOGUPKIA 06bemam 1.5 M. [ns npoTouHoit UTomeTpim
HeoBXoaMMO 3aroTOBUTb AOMONHUTENbHbIE MPOGUPKY C COOTBETCTBYIOLMMM
KOHTPONAMY (CM. OMUCaHINE KOHTPOMEN HUXE).

5. [lo6aBbTe 2-5 MKn pacTBopa aHHekcuHa V-AFAB88 B kaxayto npobupky,
nHKy6upyiTe B TeyeHre 10-15 MuH Npu KOMHATHOR TEMNEPATYPE B 3aLLMALLEHHOM
0T CBETA MECTE.

6. bes npenBapuTensHol oTMbiBkY Ao6aBbTe 400 Mkn 1x Gydepa Ans cBs3bIBaHMA
B KaXIyi0 Npo6GMpKY.

7. (OmynoHarnsHo) [o6aBbTe 5 MKN NOAXCTOr0 NPONUANS B KaXyt0 NpoBupky
C KneTkamu. AKKypaTHO NepemeLLaiiTe CofepkuMoe NpoBUpKN 1 MHKYBUpYiTe
B TEYEHIE D MIH NPYU KOMHATHON TEMMEPATYPE B 3aLUMLLEHHOM OT CBETA MECTE.

Baxuo! He npousisaiite KieTky 0T iiagucToro npomuaus. Voguotsii npomugui
J0IKEH 0CTaBaThCs B GyQepe Bo BPems cO0pa [aHHBIX.

8. OkpalleHHble KneTku xpanuTe npu Temnepatype 2-8°C B 3aLuuiLgHHOM OT cBeTa
MecTe [0 NPOBEAEHNS aHann3a.

Bamuo! KomqectsenHoe onpeneneHne KneTok Mera[om npoTo4YHov YuToMeTpun
W GhITyOPECLIeHTHOV MUKPOCKOMMN HEOBXO[VMO Npou3BOaNTL B Teverne 4 4

0T Ha4arna oKpaLVBaHNs U3-3a HEraTVBHOrO BO3JEVCTBUS VIGQnaNCTOr0 nponmans
Ha XN3HECTOCOBHOCTb KIIETOK.

NMpoTounas unTomeTpus

1. Ong unTochnyopumeTpU4YECKOro aHann3a anonTo3a 1 HeKpo3a KIeToK ¢ NoMOLLbI0
aHHekcuHa V-AF488 1 iogucToro nponaus NoMMO LIENIEBOr0 OKpaLLIMBaHUS
HEoBX0aMMO NMPUrOTOBITL KOHTPON: HEOKPALLEHHbIE KNEeTkM (0TpILaTENbHBINA
KOHTPOb ANt HACTPONKIA MprGopa); KNETKY, OKPALLEHHbIE TOSbKO aHHEKCIHOM V-
AF488, 1 KneTky, OKpaLLEHHbIE TOMbKO MOAUCTBIM Nponuavem (Ans HacTpoiiku
KomneHcauum).

Pycckwit - 16



RU

2. AHann3 cBsi3biBaHus aHHekcuHa V-AF488 npoBopsT ¢ MCnonb30BaHEM [ETEKTOpa
curHana FITC.

3. AHanma KneToK, OKpaLEHHbIX 0AMCTHIM MPONMANEN, OCYLLECTBNSIOT C NOMOLLbI
[ETEKTOpa CUrHana (uUKo3pUTPUHa.

®nyopecueHTHas MUKPOCKONMA

1. OTﬁepI/ITE Kanso CyCneH3nn ¢ OKpalLEHHbIMW KNETKaM 1 NOMECTUTE
€€ Ha npefMeTHOe CTeKI10. HaKpOVITE KNETKM NMOKPOBHbIM CTEKIOM.

2. Bkayectse anbTepHaTKBbl, afre3npoBaHHbIE KNETK MOXHO OKpallvBaTh
HEMOCPEACTBEHHO Ha NOKPOBHOM CTEKJIE. Mocre OKPaLUVBaHNA NEPEBEPHNTE
MOKPOBHOE CTEKNO Ha NPEAMETHOE, TaK, YT06bl KNETKU HaX0aUIch Mexay
NPEAMETHbIM 1 NOKPOBHbLIM CTEKNaMN.

3. (OnyvoxarnbHo) KneTki nocre okpaluvBaHus aHHekcuHoM V, nepen Brayanuaauye
MOXHO NMpOMbITh ‘X Gychepom fins CBA3bIBaHUS 1 3acpukcupoBaTh B 2%
napacopmanbgeriae. He dukenpyiite kneTki nepef nHKyGaunen ¢ aHHekciHom V-
AF488, nockornbky nioBoe HapyLeHue KNeTo4Ho MemBPaHbl MOXET Bbl3BaTb
Hecneumcm4eckoe cBs3biBaHie aHHekciHa V ¢ MG Ha BHYTPEHHEN NOBEPXHOCTM
KIETO4YHON MEMBPaHbI.

4. Viccnenosaxve KNeTok Nog thyopecLieHTHbIM MUKPOCKOMOM OCYLLECTBISIOT,
1cnonbays ABoiiHoi Habop dunbTpos ang FITC v ponamuHa.

Pesvnbrar OKpalWHWBaAHKA

® PaHHIe anonToTU4ecKIe KNETKY, CBS3aBLUNE aHHekcuH V-AF488, okpawmsatoTcs
B 3eMeHbIN LBET B NIa3mMaTu4eckon MembpaHe.

® HekpoTudeckue KneTkv B pesynbTaTe NPOHUKHOBEHS AOAUCTOrO NPONUAMS BHYTPb
KNeTk ByayT OKpaLLEHb KPaCHbIM.

® AnonToTYECKME KNETKM C HAapyLLEHHOI B PE3ymnbTaTe BTOPUYHOIO HEKpo3a
LIENOCTHOCTbIO MeMBPaHbI 6yayT UMETb KPacHOE oKpaluMBaHiie (MoauCTbin
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nponuauia) 1 opeon 3eneHoro okpawmeaHus (AF488) Ha kneTo4Hoit NoBEpXHOCTY
(nnasmaTiyeckas MemGpaHa).
® 3110poBblE KNETKM GyayT NMLEHbI OKPALLIMBAHNS.
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