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PKH Cell Membrane Labeling Kits manual

Kit components

Kit
component

23201 33201 43201 14201 24201 34201 44201 17201 27201 37201 47201
100 500 500 100 100 500 500 100 100 500 500
ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul
dye, dye, dye, dye, dye, dye, dye, dye, dye, dye, dye,
5x Ix Sx x Sx Ix 5x Ix Sx x 5x
buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer

2484-100uL,
PKH26 dye,
1mM
solution in
isoprapanol,
100 ul

KB150, PKH
Dyes Diluent, 5 — 25 — 5 — 25 — 5 — 25 —
1%, 10 mL

K7150, PKH
Dyes Diluent, — 1 — 5 — 1 — 5 — 1 — 5
5x, 10 mL

2485-100uL,
PKH2 dye, 1
mM solution
in
isoprapanol,
100 ul

2801-100uL,
PKH800 dye,
1 mM
solution in
isopropanal,
100 uL

Store at 4 °C. Warm to RT before use.

Shelf life 12 months.
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e (ptimal concentrations of the dye and cells can vary depending on cell and study
type, so evaluate cell viability, homogeneity, and fluorescence intensity after
staining.

e Do not use azide-containing solutions when staining with PKH dyes.

e Staining is more homogeneous when cell suspension is used.

Recommendations for using the kit
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Protocol

Pratocol for cell membrane labeling with PKH dyes for RAW264.7 adhesion culture,
1x10° cells/sample, the final concentration of PKH dye 2 uM, final volume 200 pL.

1.

Prepare PKH dye solution immediately before staining. Add 1 pL of PKH dye
solution (PKH dye, 1 mM solution in isopropanol) to 9 uL of 96% ethanol, and
add 4 L of the resulting solution to 100 pL of PKH Dyes Diluent, 1x.

*1x PKH Dyes Diluent is available either in ready-to-use form (K6150, PKH Dyes
Diluent, 1x) or as a 5x concentrate (K7150, PKH Dyes Diluent, 5x). To dilute
5x PKH Dyes Diluent, use sterile bidistilled water.

Remove the cell culture from the surface with a scraper in Hanks’ solution
(HBSS). Count the cells in the sample. Add 3 mL of Hanks’ solution, centrifuge
at 400 x g for 6 min at room temperature.

*Serum proteins and lipids also bind the dye, so it is recommended to wash the
cells once with serum-free medium or phosphate buffer saline.

Remove the supernatant with a pipette, and resuspend a necessary amount

of cells (e. g. 1x10° cells) in 100 pL of PKH Dyes Diluent, 7x. Add 100 pL
of PKH dye solution prepared in step 1. Pipette and allow to stand at room
temperature for 5 min. The final PKH dye concentration in the cell solution
is 2 M.

*To obtain reproducible results, minimize the volume of the supernatant before
cell resuspending.

*Do not leave cells in PKH Dyes Diluent for a long period.

*Staining is almost instant, so rapid cell dispersion in the dye solution is important
to produce bright homogeneous and reproducible labeling.

Add 2 mL of fetal bovine serum to stop the reaction, and incubate for 1 min.
Centrifuge at 400 x g for 10 min at room temperature.

*To stop the reaction, do not use a serum-free medium or buffered salt solution
that results in dye aggregates.
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5. Remove the supernatant, resuspend the cells in 5 mL of complete culture
medium, and transfer them to a new tube. Take aliquots to evaluate cell viability
with trypan blue. Centrifuge at 400 x g for 10 min at room temperature.

6. Resuspend the cells in a buffer for further analysis (microscopy, flow cytometry,
etc.).

*Stained cells can be fixed with 2% paraformaldehyde, and staining remains
stable for at least 3 weeks if samples are protected from light.

Recommendations for storage

PKH dye solution can be stored at room temperature or in a refrigerator protected
from light. Check the solution for precipitation before use. If a precipitate is seen
in the dye solution, slightly warm it in a water bath at 37 °C and ultrasonicate

or vortex until redissolved.

PKH Dyes Diluent is delivered as a ‘1x or a 5x solution in a sterile container. Store
in a refrigerator and adjust to room temperature immediately before use.

English - 6



DE

Handbuch fiir das PKH Kits fiir die
Zellmembranmarkierung

Bestandteile

Komponente Anzahl

13201 23201 33201 43201 14201 24201 34201 44201 17201 27201 37201 47201
100

2484-100uL, Farbstoff
PKH26, 1 mM Losung in 1 1 5 5 — — — — — — — —
Isopropanol, 100 ul

K6150, PKH-
Farbstoffpufferlgsung, 1x, 5 — 25 — 5 — 25 — 5 — 25 —
10 mL

K7150, PKH-
Farbstoffpufferigsung, 5x, — 1 — 5 — 1 — 5 — 1 — 5
10mL

2485-100uL, Farbstoff
PKH2, 1 mM Lésung in — — — — 1 1 5 5 — — = —
Isopropanol, 100 ul

2801-100uL, Farbstoff
PKHB00, 1 mM Lésungin =~ — — — — — — — — 1 1 5 5
Isopropanol, 100 uL

Bei 4 °C lagern. Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur temperieren.

Haltharkeit: 12 Monate.

Anwendungsempfehlungen:

o Die optimalen Farbstoff- und Zellkonzentrationen kénnen abhangig von Zelltyp und
Versuch variieren. Es wird daher empfohlen, nach der Férbung die Zellvitalitat
sowie Fluoreszenzhomogenitdt und -intensitdt auszuwerten.

e Benutzen Sie keine azidhaltigen Lésungen bei Farbung mit den PKH-Farbstoffen.

e Die Verwendung einer Zellsuspension liefert eine homogenere Zellfarbung.
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Kitprotokoll

Kitprotokoll fiir die Markierung von Zellmembranen mit dem Farbstoffe PKH am Beispiel
der Haftkultur RAW264.7, 1x10° Zellen pro Probe mit einer PKH-Endkonzentration
von 2 uM und dem Endvolumen von 200 pl.

1.

Stellen Sie eine PKH-Férbeldsung frisch vor der Férbung her. Mischen Sie dafiir
1 ul einer PKH-Ldsung (PKH dye, 1T mM solution in isopropanol und 9 pl
96%igen Ethanols. Entnehmen Sie 4 pl der hergestellten Lésung und geben Sie
sie zu 100 ul PKH Dyes Diluent, 1x.

*1x PKH Dyes Diluent ist entweder in gebrauchsfertiger Form (K6150, PKH Dyes
Diluent, 1x) oder als 5x Konzentrat (K7150, PKH Dyes Diluent, 5x) erhaltlich.
Verwenden Sie zum Verdiinnen von 5x PKH Dyes Diluent steriles bidestilliertes
Wasser.

Lésen Sie die Zellen mit einem Zellschaber in Hanks’ BSS (HBSS) ab. Zahlen Sie
die Zellen in der Prabe. Fiigen Sie 3 ml von Hanks’ BSS und zentrifugieren Sie 6
Minuten lang bei 400 x g und Raumtemperatur.

*Der Farbstoff wird ebenfalls von Serumproteinen und -lipiden gebunden, deshalb
ist ein einmaliger Waschschritt mit serumfreiem Medium oder PBS-Puffer
empfohlen.

Pipettieren Sie den Uberstand komplett ab und resuspendieren Sie die benétigte

Zellzahl (zum Beispiel 1x10° Zellen) in 100 pl PKH Dyes Diluent, 1x. Fiigen Sie
100 pl der im Schritt 1 hergestellten PKH-Ldsung hinzu. Pipettieren Sie und
lassen Sie den Ansatz fir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen. Die PKH-
Endkonzentration in der Zellldsung betrdgt 2 uM.

*Fiir reproduzierbare Ergebnisse ist es wichtig, den Uberstand vor dem
Resuspendieren der Zellen méglichst vollsténdig abzunehmen.

*assen Sie die Zellen nicht lange in PKH Dyes Diluent.

*Da die Farbung fast sofort eintritt, ist eine schnelle Verteilung der Zellen in der
Farbstoffldsung fiir eine helle, homogene und reproduzierbare Markierung
entscheidend.
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4. Stoppen Sie die Reaktion mit 2 ml fétalem Kélberserum ab und inkubieren Sie fiir
1 Minute. Zentrifugieren Sie bei 400 x g 10 Minuten lang bei Raumtemperatur.

*Verwenden Sie zum Abstoppen der Reaktion keine serumfreie Medien oder
Pufferlésungen, die zur Bildung von Farbstoffaggregaten fiihren.

5. Entfernen Sie den Uberstand und resuspendieren Sie das Pellet in 5 ml eines
Kulturmediums. Uberfilhren Sie die Lésung in ein neues Reaktionsgefas.
Entnehmen Sie Aliquots fiir die Beurteilung der Zellvitalitat mit Trypanblau.
Zentrifugieren Sie bei 400 x g 10 Minuten lang bei Raumtemperatur.

6. Resuspendieren Sie die Zellen im jeweiligen fiir die weiteren Untersuchungen
(Mikroskopie, Durchflusszytometrie u. a.) bestimmten Puffer.
*Die gefarbten Zellen kénnen mit einer 2%igen Paraformaldehyd-Ldsung fixiert

werden. Bei einer lichtgeschiitzten Lagerung der Proben bleibt die Férbung
mindestens drei Wochen lang stabil.

Lagerung:

PKH-L&sung kann bei Raumtemperatur oder im Kiihlschrank lichtgeschitzt gelagert
werden. Es wird empfohlen, die Losung vor Gebrauch auf Bodensatzhildung zu
kontrollieren. Eventuelle Bodensétze kdnnen durch leichtes Erwdrmen im Wasserbad
auf 37 °C und anschlieBend durch Ultraschall oder Schiitteln geldst werden.

PKH Dyes Diluent wird als sterile 1x- oder 5x-Losung geliefert. Die Losung sollte
im Kihlschrank gelagert und erst unmittelbar vor Gebrauch auf Raumtemperatur
gebracht werden.
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WHCTpyKums K HaBopam Anst MeYeHUst KNeTOYHbIX
MembpaH ¢ nomolLbto kpacutenein PKH

Cocrae Habopa

Komnonenr Konuuecreo
na6opa

13201 23201 33201 43201 14201 24201 34201 44201 17201 27201 37201 47201
100 500 100 500 100 500
ulL ul ul ul ul ul
dye, dye, dye, dye, dye, dye,
5x 5x Sx Sx 5x 5x
buffer  buffer  buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer

2484-100u,
Kpacurens
PKH26, 1mM
pacTsop B
n3onponaxone,
100 ul

K6150,

Byep pna

pa3seneHns 5 — 25 — 5 — 25 — 5 — 25 —
PKH, 1x, 10

mlL

K7150,

Bydep ans

passeneHns — 1 — 5 — 1 — 5 — 1 — 5
PKH, 5x, 10

mL

2485-100uL,
Kpacurens
PKH2, 1mM
pacTsop B
n3onponaxone,
100 ul

2801-100uL,

Kpacurens

PKH800,

ImM pactBop  — — — — — — — — 1 1 5 5
8

3onponatone,
100 ul

Xpatutb npu +4°C. lMporpeTb [0 KOMHATHON TEMNEPATYpbI NEpef UCN0Nb30BaHNEM.

Cpok xpaHeHust 12 mecsLes.
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Pexomenpaauuu no ucnonb3oBanuio Ha6opa

® B 3aBMCMMOCTI OT TUNa KNeToK 1 9KCNEPMMEHTa ONTMarnbHble KOHLEHTPaLNn

KpacuTena 1 KNeTok MoryT 0Tn4aTbCcd, N03TOMy peKOMeHayeTCsa OLEHNBATL
XKWN3HECNOCOBHOCTb KIETOK, TOMOrEHHOCTb W VHTEHCUBHOCTb (hNyOpPeCLiEHLUN
nocse oKpalmBaHms.

® He vcnonb3ayiiTe pacTeopbl, COfepXalle a3nbl, Npi OKPaLIMBaHAM KPacUTENsiMuI

PKH.

e bonee 0[1HOpOAHOEe OKpaLlMBaHWe AOCTUraeTcs Npu UCNob30BaHu CyCrneH3unn

KINETOoK.

Mportokon

MpoTokon 1cnonb3oBaHNs HaBopa Ans Meyernst KNeTo4HbIX MemBpat kpacutenami PKH
Ha NPYMepe aAre3noHHoi KynbTypsl RAW2B4.7, 1x10° knetok B 06pasLie, (hHanbHas
koHLeHTpaums kpacuteneid PKH — 2 uM, duHanbHbi o6bem 200 mkn.

1.

HenocpeacTBeHHO Nepep oKpaLLMBaHneM NpuroToBbTe pacTeop kpacutens PKH.
[o6asbTe ‘1 mkn pacTeopa kpacutens PKH (PKH dye, 1 mM solution in
isopropanol) x 9 mkn 96% aTaHona, v 4 MK Nomy4eHHOr0 pacTBopa [06aBbTe
k 100 mkn PKH Dyes Diluent, 1x.

*1x PKH Dyes Diluent noctasngercs 6o B rotosoii goopme (K6150, PKH Dyes
Diluent, 1xJ, nm6o B Buge 5x koryentpata (K7150, PKH Dyes Diluent, 5x). [jng
pasbasnenns 5x PKH Dyes Diluent ncriosnib3yvite cTepuiibHyo GUaucTIpoBaHHY0
Bozy.

2. KynbTypy KneTok cHuMUTE C Nofnoxku ckpebkom B pacteope Xexkca (HBSS).

MposeauTe NofcyeT knetok B o6pasue. fanee fo6asbTe 3 Mn pacTeopa XeHkca,
uerTpuchyrupyirte npu 400 X g 6 MUH Npu KOMHATHOI TemnepaType.

*ChIBOPOTOYHBIE GEIIKY U JINMVLbI TAKXE CBA3bIBAIT KDACUTENb, 10ITOMY
PEKOMEHLYETCS O[HOKDATHO MPOMbIBATL KIETKY BECCHIBOPOTOYHON CPELON WiTN
thocghatHo-conessiv 6ypepom.
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3. CynepHaTaHT yoanuTe nonHoCTbI0 NUNETKOM, HEOGXOANMOE KOMMHYECTBO KIETOK

(Hanpumep, 10° kneTok) pecycnenpupyite 8 100 mkn PKH Dyes Diluent, 1x.
[anee no6assTe 100 MKn nony4eHHOro Ha NePBOM Luare pacTBopa KpacuTens
PKH. MuneTupyiiTe 1 0cTaBbTe Npu KOMHATHON TemnepaType Ha 9 MuH. KoHeuHas
KoHUeHTpaums kpacutens PKH B pacTsope ¢ kneTkamu — 2 UM,

WH BOCIPonN3BOANMbIX PE3YIIbTATOB BAXHO MUHUMU3NPOBATL KOJINYECTBO
CYrepHATaHTa repes pecycrergnpoBaHnem K/eTok.

*He ocrasnsiite knetkv 8 PKH Dyes Diluent B Te4erue JrmTesnbHOro BPEMEHN.

*[TocKoribKy OKpaLLVBaHME MPONCXO[UT MPaKTUHECKN MIHOBEHHO, BbICTPOE
JVICTIEPIVIDOBAHNE KITETOK B PACTBODE KDACUTESTA UMEET BAXHOE 3HAYEHNE [
SPKOr0, OGHOPOGHOIO 1 BOCPOU3BOAUMOTO MEYeHS.,

4. [o6asbTe 2 MN (DETANLHOV Bbl4beil CIBOPOTKI AN OCTAHOBKA PeakLL,
nHky6upyite 1 MuH. Liertpudbyrupyiire npu 400 x g 10 MUH Npu KOMHaTHOM
TemneparType.

*He ucrone3yviTe [ns 0CTaHOBKM peakiym GecchIBOpOTOYHYO CPegy nim BygepHsie
PACTBOPbI, KOTOPbIE BbI3bIBAIOT 06Pa308aHIE AIPeraToB KpacuTess.

5. CynepHaTaHT yaanuTe, pecycneHanpyiTe KeTku B 5 Mi NOMHOM NUTaTENbHON
cpefbl, NepeHecuTe B HOBYIO Npo6upky. OTBepuTe anvkBoTbl ANs OLEHKM
XW3HECNOCcoGHOCTY TprnaHoBbIM cuHuM. LienTpudyrupyiite npu 400 x g 10 mMuH
npu KOMHATHOM TemMnepaType.

6. Pecycnenanpyiite knetku B Gydepe, HEOBXOAUMOM ANS [anbHENLIero aHannaa
(Murkpockonns, NpoTa4Has LMTonyopuMeTpus 1 ap.).

*OKpaLLIeHHbIe KIETKY MOXHO @nKcvpoBaTe 2% napagopmarnsaervaom, v OKpacka
0CTaETCS CTabUIILHOV B TEYEHNE HE MEHEE 3 HE[Esb, ecr 06pa3Lbl 3aLLMLLEHb!
oT CBeTa.
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Pactsop kpacuteneit PKH MoXHO XpaHiTb Npu KOMHATHOR TemnepaType v

B XOMOANBHVKE B 3aLUMLLIEHHOM OT CBETA MecTe. PekoMeHyeTcs NpoBEpuTL pacTeop
Ha Hannume ocagika neper 1cnonb3osaHueM. Ecnv B pacTeope kpacuTens 3ameTeH
0cafoK, crierka HarpenTe ero Ha BopisHoi 6aqe npu 37°C 1 o6paboTaiiTe ynbTpassykom
NN BCTPSXHATE 10 NOBTOPHOIO PACcTBOPEHUS.

Pacteop PKH Dyes Diluent noctaBnsieTcs B BIRE 0fHOKPATHOrO N1B0 NSTUKPATHOTO
pacTBOpa B CTEPUNLHOA EMKOCTH, Er0 PEKOMEHLYETCS XPaHUTb B XONMOANIbHIKE
11 [1OBOAWTL A0 KOMHATHOI TEMMNEPATyPbl HENOCPEACTBEHHO NMEPEL UCTONb30BAHVIEM.
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