
TregFlowEx Kit 
Kat. č. ED7417 

Popis produktu 

TregFlowEx Kit je určen k detekci regulačních 
T-buněk (CD4+CD25+FOXP3+ buněk) v lidské 
periferní krvi nebo lidské pupečníkové krvi 
pomocí průtokové cytometrie. 
Regulační T-buňky (Treg buňky) mohou být 
podskupinou lymfocytů, která má imuno-
supresivní vlastnosti a hraje klíčovou roli při 
udržování autotolerance. Jejich regulační funkce 
vede k ochraně tkání před kolaterálním 
poškozením vyvolaným imunitními reakcemi proti 
mikrobům a alergenům, usnadňují mateřskou 
toleranci k alogennímu plodu během těhotenství 
a udržují homeostázu s komenzální mikrobiotou[1]. 
Tregy jsou obvykle charakterizovány jako CD4+ 
CD25++ T-buňky exprimující transkripční faktor 
(FOXP3). Takový fenotyp se nachází v lidské 
periferní krvi u 5–12 % CD4+ T-buněk[2]. Tregy lze 
dále rozlišovat na tzv. „přirozené“ Tregy 
pocházející z thymu (buňky tTreg) a periferně 
indukované Tregy (buňky pTreg)[3]. Rozlišení mezi 
tTreg a pTreg buňkami je stále sporné, nicméně 
několik proteinů bylo navrženo jako tTreg marker: 
transkripční faktor Helios a Neutropilin-1, 
receptor pro proteiny rodiny vaskulárních 
endoteliálních růstových faktorů[4]. 

Specifikace 
Fix and Lysing Solution (10x koncentrovaný) 
obsahuje fixační prostředek na bázi formaldehydu 
způsobuje fixaci leukocytů spolu s lýzou 
erytrocytů. 
Permeabilizing Solution (připravený k použití) 
obsahuje pufrovanou směs detergentů, která 
permeabilizuje buněčné membrány. 
Blocking Buffer (připravený k použití) obsahuje 
směs, která blokuje nespecifickou vazbu 
protilátek během intracelulárního barvení. 
CD4 FITC/CD25 PE (připravený k použití) 
obsahuje činidlo k barvení buněčného povrchu 
skládájící se ze stabilizovaného koktejlu myší 
monoklonální protilátky proti lidskému CD4, 
značené FITC (klon MEM-241, izotyp IgG1), 
a myší monoklonální protilátky proti lidskému 
CD25, značené R-PE (klon MEM-181, izotyp 
IgG1). 
FOXP3 APC (připravený k použití) obsahuje 
intracelulární barvicí činidlo skládající se z myší 
monoklonální protilátky proti FOXP3, značené 
APC (klon 3G3, izotyp IgG1). 

Poskytovaný materiál 

ED7417-1 Fix and Lysing Solution, 1 x 10 ml 
ED7417-2 Permeabilizing Solution, 1x 25 ml 
ED7417-3 Blocking Buffer, 1 x 2,5 ml 
ED7417-4 CD4 FITC/CD25 PE, 1 x 0,5 ml 
ED7417-5 FOXP3 APC, 1x 0,25 ml 

Nutné, ale neposkytované materiály 
Deionozovaná voda (dH2O) 
Fosfátový pufr (PBS) 
1% formaldehydový roztok v PBS 
5ml testovací zkumavky (12 × 75 mm) 

Skladování a manipulace 
Skladujte TregFlowEx Kit při 2-8 °C. Doba 
použitelnosti je vytištěná na etiketě každé z 
komponent a na krabičce soupravy. 

Výstrahy a předběžná opatření 

• Souprava je určena pouze pro výzkumné 
účely. 

• Nepoužívejte soupravu ani jednotlivé 
komponenty po jejich exspiraci. 

• Vyhněte se kontaminaci komponent. 
• Nevystavujte dlouhodobě světlu. 
• Fix and Lysing Solution (ED7417-1) obsahuje 

diethylen glycol, methanol a formaldehyd. 
H-věty 
H302+H312+H332: Zdraví škodlivý při požití, 
při styku s kůží a při vdechování. 
H315 Dráždí kůži. 
H317: Může vyvolat alergickou kožní reakci. 
H319 Způsobuje vážné podráždění očí. 
H335 Může způsobit podráždění dýchacích 
cest. 
H351: Podezření na vyvolání rakoviny. 
H371 Může způsobit poškození orgánů. 
H373 Může způsobit poškození orgánů 
(ledviny) při prodloužené nebo opakované 
expozici. 
P-věty 
P270: Při používání tohoto výrobku nejezte, 
nepijte ani nekuřte. 
P280: Používejte ochranné rukavice/ochranný 
oděv/ochranné brýle/obličejový štít. 
P301+P312: PŘI POŽITÍ: Necítíte-li se dobře, 
volejte TOXIKOLOGICKÉ INFORMAČNÍ 
STŘEDISKO/lékaře/…. 
P302+P352: PŘI STYKU S KŮŽÍ: Omyjte 
velkým množstvím vody s mýdlem. 
P305+P351 + P338 PŘI ZASAŽENÍ OČÍ: 
Několik minut opatrně oplachujte vodou. 
Vyjměte kontaktní čočky, jsou-li nasazeny a 

pokud je lze vyjmout snadno. Pokračujte ve 
vyplachování. 
P501 Odstraňte obsah/obal v autorizovaném 
místě sběru nebezpečných odpadů. 
Úplné informace o potenciálním nebezpečí a o 
tom, jak s produktem bezpečně pracovat, 
naleznete v bezpečnostním listu produktu. 

• Vzorky lidské krve jsou považovány za 
potenciálně infekční a musí se s nimi zacházet 
opatrně. 

• Průtokový cytometr by měl být kalibrován 
pomocí fluorescenčních mikrokuliček, aby byla 
zajištěna stabilní citlivost detektorů. 

• Průtokový cytometr může poskytovat falešné 
výsledky, pokud zařízení nebylo pravidelně 
kalibrováno a řádně udržováno. 

• Údaje mohou být nesprávně interpretovány, 
pokud byly fluorescenční signály špatně 
kompenzovány nebo pokud byly regiony 
(gate) umístěny nepřesně. 

• Reagencie byly speciálně navrženy tak, aby 
fungovaly při nízkých teplotách. Během 
postupu je důležité dodržovat požadavky na 
nízkou teplotu, jinak se výrazně sníží 
fluorescenční signály, celkový počet buněk a 
počet identifikovaných cílových buněk. 

• V případě změny ve vzhledu nebo kvalitě 
reagencií nebo pokud získaná data vykazují 
odchylky, kontaktujte prosím výrobce na 
e-mailové adrese: technical@exbio.cz. 

Zamýšlené použití  
Měření procentuálního zastoupení Treg buněk v 
subpopulaci CD4+ lymfocytů v lidské plné krvi 
pomocí průtokové cytometrie. 

Vzorek 

Lidská antikoagulovaná periferní krev a lidská 
pupečníková krev. Vzorky krve uchovávejte při 
pokojové teplotě. Souprava není vhodná pro 
zpracování suspenzí purifikovaných buněk Ficoll 
(PBMC).  

Příprava reagencií 

Fixační a lyzační roztok 
Fixační a Lyzační roztok je dodáván jako 
10x koncentrovaný roztok, který je třeba ředit 
deionizovanou vodou. Nařeďte pouze nezbytné 
množství koncentrátu (na reakci je potřeba 1 ml 
naředěného roztoku) a naředěný roztok skladujte 
při 2-8 °C. Naředěný roztok je stabilní po dobu 
1 měsíce. 

Permeabilizační roztok 
Permeabilizační roztok vytemperujte na 
pokojovou teplotu. Zkontrolujte, zda nedošlo k 
vysrážení SDS a je-li to nutné, rozpusťte SDS 
zahřátím lahvičky na 37 °C. Poté permeabilizační 
roztok skladujte při pokojové teplotě (15-25 °C). 
Skladování při pokojové teplotě nemá vliv na 
dobu použitelnosti. 

PBS 
Připravte PBS podle níže uvedeného předpisu 
(mohou platit i jiné předpisy). 
Rozpustit: 
8,0 g chloridu sodného (NaCl) 
0,2 g chloridu draselného (KCl) 
2,0 g jednosytného fosforečnanu draselného 
(KH2PO4) 
1,42 g dihydrátu hydrogenfosforečnanu sodného 
(Na2HPO4·2H2O) 
v 800 ml deionizované H2O. 
Upravte pH na 7,4 pomocí HCl. 
Přidejte deionizovanou H2O do 1 litru. 
Sterilizujte autoklávováním po dobu 20 minut při 
15 psi nebo sterilizujte filtrací. Skladujte při 
2-8 °C. 

1% formaldehyd v PBS 
Připravte 1% formaldehyd v PBS smícháním 1 dílu 
koncentrovaného 37% roztoku formaldehydu 
stabilizovaného methanolem od Sigma-Aldrich 
(kat. č. F1635) a 36 dílů PBS. Skladujte při 2-8 °C. 
Roztok je stabilní po dobu 1 měsíce. 
Upozornění: Koncentrovaný roztok 
formaldehydu je klasifikován jako akutně toxická 
látka. Řiďte se bezpečnostními opatřeními 
poskytnutými vaším dodavatelem formaldehydu. 

Nutná zařízení 

Chlazená centrifuga 
Chladnička 
Automatické pipety s jednorázovými špičkami 
Vortex 
Průtokový cytometr - excitace modrým laserem 
(488 nm) a červeným laserem (633 nm) a s 
vhodnou sadou filtrů. 
Nádoba na tekutý odpad s vhodným 
dezinfekčním prostředkem 
Pasteurovy pipety připojené ke zdroji vakua k 
odsávání supernatantu během promývání 
buněk (volitelné) 

Postup 
Značení povrchových antigenů buněk 
1. Přidejte 10 µl CD4 FITC/CD25 PE do 

zkumavek. 
2. Přidejte 100 µl lidské krve. 
3. Dobře promíchejte a inkubujte 10 minut ve 

tmě v chladničce (2–8 °C). 

4. (volitelné promytí) Promyjte buňky přidáním 
2 ml studeného PBS a centrifugujte při 300 g 
po dobu 5 minut při 4 °C. 

5. Odsajte supernatant a ihned pokračujte v 
intracelulárním značení. 

Intracelulární značení 
6. Přidejte 1 ml zředěného studeného Fix and 

Lysing Solution. 
7. Promíchejte a inkubujte 10 minut ve tmě v 

chladničce (2–8 °C). 
8. Přidejte 0,5 ml Permeabilizing Solution. 
9. Promíchejte a inkubujte 10 minut ve tmě v 

chladničce (2–8 °C). 
10. Centrifugujte buňky při 400 g po dobu 

5 minut při 4 °C. (Před centrifugací 
nepřidávejte do Fix/Perm směsi žádný jiný 
pufr). 

11. Odstraňte (slijte) supernatant. 
12. Přidejte 50 µl studeného Blocking Buffer. 
13. Přidejte 50 ul studeného PBS. 
14. Promíchejte a inkubujte 5 minut ve tmě v 

chladničce (2–8 °C). 
15. Přidejte 5 μl reagencie FOXP3 APC. 
16. Promíchejte a inkubujte 30 minut ve tmě 

v chladničce (2–8 °C). 
17. Dvakrát pomyjte buňky 2 ml studeného PBS, 

centrifugujte při 400 g po dobu 5 minut při 
4 °C. Odsajte/slijte supernatant. 

18. Přidejte 300 µl 1% formaldehydu v PBS a 
uchovávejte obarvené vzorky při teplotě 
2-8 °C, dokud nebudou změřeny průtokovým 
cytometrem. Zpracované vzorky analyzujte 
do 4 hodin. 

Analýza průtokovým cytometrem 

Analyzujte obarvené vzorky průtokovým 
cytometrem vybavený excitačními lasery 488 nm 
a 633 nm a vhodnými filtry. 
Nahlédněte do specifikací vašeho cytometru, 
abyste identifikovali detektory, ve kterých bude 
měřena fluorescence obarvených buněk. 
Nastavte takové napětí na detektorech rozptylu 
světla: přímý rozptyl světla (FSC) a boční (kolmý) 
rozptyl světla (SSC), aby události, které vás 
zajímají, byly zobrazeny v grafu. 
Nastavte práh na FSC tak, aby byly zaznamenány 
pouze sledované buňky a vyloučena většina 
nečistot. 
Nastavte napětí na fluorescenčních detektorech 
tak, aby všechny měřené události byly zobrazeny 
v grafu. 
Analyzujte 10 000 – 30 000 CD4+ lymfocytů z 
každého vzorku. Data vyhodnoťe pomocí 
softwaru určeného k analýzu vzorků dodávaného 
s cytometrem. 

Analýza vzorků 

Zobrazte naměřená data v grafu dot-plot, kde FSC 
je na ose X a SSC je na ose Y (obrázek 1). Nastavte 
region (gate) cílové buněčné populace (lymfocyty) 
(B) a práh (A). 

Obr. 1 Graf světelného rozptylu leukocytů: 
nastavení prahu a region (gate) cílové buněčné 
populace. 

Poté zobrazte události z regionu (gate) lymfocytů 
v grafu dot-plot, kde osa X představuje plochu 
signálu přímého rozptylu (FSC-A) a osa Y 
představuje výšku signálu přímého rozptylu světla 
(FSC-H) (obrázek 2). Oddělte aggregáty od 
jednotlivých buněk pomocí diagonálně 
položeného regionu (gate) (C). 

Obr. 2 Separace jednotlivých buněk od agregátů. 

  

 

Zobrazte jednotlivé události lymfocytů v grafu 
dot-plot, kde osa X představuje intenzitu 
fluorescence ve FITC detektoru a osa Y 
představuje boční rozptyl (SSC) (obrázek 3). 
Nastavte region (gate) kolem CD4+ lymfocytů (D). 

Obr. 3 Separace CD4+ lymfocytů (D) od CD4+ 
monocytů a CD4 negativních buněk. 

Zobrazte CD4+ lymfocyty v grafu dot-plot, kde 
osa X představuje signál FOXP3 (intenzita 
fluorescence ve fluorescenčním detektoru APC) a 
osa Y představuje signál CD25 (intenzita 
fluorescence ve fluorescenčním detektoru PE). 
Umístěte region (gate), který odděluje události 
CD4+CD25+FOXP3+ (obrázek 4). Pro správné 
nastavení rozlišovacích čar použijte vhodné 
kontrolní reakce. 

Obr. 4 CD4+ lymfocyty zobrazeny podle jejich 
exprese CD25 a FOXP3. Treg buňky 
(CD4+CD25+FOXP3+) se nacházejí v pravém 
horním kvadrantu. 
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Výrobce 
EXBIO Praha, a.s. 
Nad Safinou II 341 
252 50 Vestec 
Czech Republic 
 
info@exbio.cz 
technical@exbio.cz 
orders@exbio.cz 
www.exbio.cz 

Ochranné známky 
n/a 

Historie revizí 

• Verze 1, ED7417_TDS_v1 
První vydání. 
• Verze 2, ED7417_TDS_v2 
Změnilo se logo společnosti. Rozvržení TDS se 
změnilo. Drobné změny textu. Všechna omezení a 
varování jsou uvedena společně v části Výstrahy 
a předběžná opatření. 
Na etiketách produktů a/nebo komponent byly 
použity další symboly: „Uchovávejte mimo 
slunečního záření“, „Pouze pro výzkumné účely“. 
  

mailto:info@exbio.cz
mailto:technical@exbio.cz
http://www.exbio.cz/


Symboly 

 Katalogové číslo 

 Číslo šarže 

 Použitelné do 

 Rozmezí skladovacích teplot 

 Viz návod k použití 

 Výrobce 

 

Pouze pro výzkumné účely. 

Nepoužívat pro diagnostické a 

terapeutické procedury. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TregFlowEx Kit 
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Technický list 

Verze: ED7417_TDS_v2_CS 
Datum vydání: 05-10-2020 

Produkt je určen pouze pro výzkumné účely. Diagnostické nebo terapeutické aplikace jsou zakázány. 
Výrobky nesmějí být použity k dalšímu prodeji nebo převodu třetím osobám ani jako samostatný 
výrobek, ani jako součást výroby jiného výrobku bez písemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.  
EXBIO Praha, a.s. nenese odpovědnost za porušení patentu ani za žádné další porušení práv 
duševního vlastnictví, ke kterým může dojít při používání těchto produktů. Objednávky na všechny 
produkty jsou přijímány v souladu s pravidly a podmínkami dostupnými na www.exbio.cz. EXBIO, 
EXBIO Logo a všechny ostatní ochranné známky jsou vlastnictvím společnosti EXBIO Praha, a.s.. 

Pouze pro výzkumné účely. 

Nepoužívat pro diagnostické a terapeutické procedury. 

 


