TregFlowEXx Kit
Kat. ¢. ED7417

Popis produktu

TregFlowEx Kit je urcen k detekci regulacnich
T-bunék (CD4+CD25+FOXP3+ bunék) v lidské
periferni krvi nebo lidské pupecnikové krvi
pomoci pratokové cytometrie.

Regula¢ni T-buriky (Treg buriky) mohou byt
podskupinou lymfocytt, kterda ma imuno-
supresivni vlastnosti a hraje klicovou roli pfi
udrzovani autotolerance. Jejich regulaéni funkce
vede k ochrané tkani pred kolateralnim
poskozenim vyvolanym imunitnimi reakcemi proti
mikrobdm a alergenim, usnadriuji matefskou
toleranci k alogennimu plodu béhem téhotenstvi
a udrZuji homeostazu s komenzalni mikrobiotoul1l,
Tregy jsou obvykle charakterizovany jako CD4+
CD25++ T-burky exprimujici transkripéni faktor
(FOXP3). Takovy fenotyp se nachazi v lidské
periferni krviu 5-12 % CD4+ T-bunékl2l, Tregy Ize
dale rozlisSovat na tzv. ,pfirozené" Tregy
pochéazejici z thymu (bunky tTreg) a periferné
indukované Tregy (buriky pTreg)Bl. Rozliseni mezi
tTreg a pTreg burikami je stile sporné, nicméné
nékolik proteinti bylo navrZeno jako tTreg marker:
transkripéni  faktor Helios a Neutropilin-1,
receptor pro proteiny rodiny vaskularnich
endotelialnich rastovych faktoral4l,

Specifikace

Fix and Lysing Solution (10x koncentrovany)
obsahuje fixacni prostiedek na bazi formaldehydu
zplsobuje fixaci leukocytll spolu s lyzou
erytrocytd.

Permeabilizing Solution (pfipraveny k pou?Ziti)
obsahuje pufrovanou smés detergentd, ktera
permeabilizuje bunéné membrany.

Blocking Buffer (pfipraveny k pouZiti) obsahuje
smés, kterd blokuje nespecifickou vazbu
protilatek béhem intraceluldrniho barveni.

CD4 FITC/CD25 PE (pfipraveny k pouZziti)
obsahuje ¢inidlo k barveni bunécného povrchu
skladajici se ze stabilizovaného koktejlu mysi
monoklondlni protilatky proti lidskému CD4,
znatené FITC (klon MEM-241, izotyp IgG1),
amysi monoklondlni protilatky proti lidskému
CD25, znacené R-PE (klon MEM-181, izotyp
1gG1).

FOXP3 APC (pfipraveny k pouZiti) obsahuje
intracelularni barvici ¢inidlo skladajici se z mysi
monoklondlni protilatky proti FOXP3, znacené
APC (klon 3G3, izotyp 1gG1).

Poskytovany material

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 materialy
Deionozovana voda (dH20)

Fosfatovy pufr (PBS)

1% formaldehydovy roztok v PBS

5ml testovaci zkumavky (12 x 75 mm)

Skladovani a manipulace

Skladujte TregFlowEx Kit pfi 2-8°C. Doba
pouzitelnosti je vytisténd na etiketé kazdé z
komponent a na krabi¢ce soupravy.

Vystrahy a pfedbéZna opatieni

e Souprava je urcena pouze pro vyzkumné
ucely.

o Nepouzivejte soupravu ani jednotlivé
komponenty po jejich exspiraci.

e Vyhnéte se kontaminaci komponent.

o Nevystavujte dlouhodobé svétlu.

e Fix and Lysing Solution (ED7417-1) obsahuje
diethylen glycol, methanol a formaldehyd.
H-véty
H302+H312+H332: Zdravi skodlivy pfi poziti,
pfi styku s kiizi a pfi vdechovani.

H315 Drazdi kazi.

H317: MUzZe vyvolat alergickou kozni reakci.
H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.
H335 MuzZe zpUsobit podrazdéni dychacich
cest.

H351: Podezieni na vyvolani rakoviny.
H371 Muze zpUsobit poskozeni organd.
H373 Mze zpUsobit poskozeni organu
(ledviny) pfi prodlouzené nebo opakované
expozici.

P-véty

P270: Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte,
nepijte ani nekufte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/oblicejovy stit.
P301+P312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre,
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO/Iékafe/....

P302+P352: PRI STYKU S KUZI: Omyjte
velkym mnozstvim vody s mydlem.
P305+P351 + P338 PRI ZASAZENI OCl:
Nékolik minut opatrné oplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a

pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve

vyplachovani.

P501 Odstranite obsah/obal v autorizovaném

misté sbéru nebezpecnych odpadd.

Uplné informace o potencialnim nebezpeci a o

tom, jak s produktem bezpecné pracovat,

naleznete v bezpecnostnim listu produktu.

Vzorky lidské krve jsou povazovany za

potencialné infekcni a musi se s nimi zachazet

opatrné.

o Priatokovy cytometr by mél byt kalibrovan
pomoci fluorescencnich mikrokulic¢ek, aby byla
zajisténa stabilni citlivost detektor(.

e Pritokovy cytometr mize poskytovat falesné
vysledky, pokud zafizeni nebylo pravidelné
kalibrovano a rfadné udrzovano.

. Udaje mohou byt nespravné interpretovany,
pokud byly fluorescencni signaly Spatné
kompenzovény nebo pokud byly regiony
(gate) umistény nepresné.

o Reagencie byly specialné navrzeny tak, aby
fungovaly pfi nizkych teplotach. Béhem
postupu je dilezité dodrZovat pozadavky na
nizkou teplotu, jinak se vyrazné snizi
fluorescencni signaly, celkovy pocet bunék a
pocet identifikovanych cilovych bunék.

e V piipadé zmény ve vzhledu nebo kvalité
reagencii nebo pokud ziskana data vykazuiji
odchylky, kontaktujte prosim vyrobce na
e-mailové adrese: technical@exbio.cz.

Zamyslené pouZiti

Méreni procentudlniho zastoupeni Treg bunék v
subpopulaci CD4+ lymfocytt v lidské pIné krvi
pomoci priitokové cytometrie.

Vzorek

Lidskd antikoagulovand periferni krev a lidska
pupecnikova krev. Vzorky krve uchovavejte pfi
pokojové teploté. Souprava neni vhodnd pro
zpracovani suspenzi purifikovanych bunék Ficoll
(PBMC).

Pfiprava reagencii

Fixa¢ni a lyzacni roztok

Fixatni a Lyzacni roztok je dodavan jako
10x koncentrovany roztok, ktery je tfeba fedit
deionizovanou vodou. Nafedte pouze nezbytné
mnoZstvi koncentratu (na reakci je potfeba 1 ml
nafedéného roztoku) a nafedény roztok skladujte
pti 2-8 °C. Nafedény roztok je stabilni po dobu
1 mésice.

Permeabilizacni roztok

Permeabilizacni  roztok  vytemperujte na
pokojovou teplotu. Zkontrolujte, zda nedoslo k
vysrazeni SDS a je-li to nutné, rozpustte SDS
zahfatim lahvicky na 37 °C. Poté permeabilizacni
roztok skladujte pFi pokojové teploté (15-25 °C).
Skladovani pfi pokojové teploté nema vliv na
dobu pouZitelnosti.

PBS

Pripravte PBS podle nize uvedeného predpisu
(mohou platit i jiné pfedpisy).

Rozpustit:

8,0 g chloridu sodného (NaCl)

0,2 g chloridu draselného (KCI)

2,0 g jednosytného fosfore¢nanu draselného
(KH2POa)

1,42 g dihydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného
(Na2HPO4-2H20)

v 800 ml deionizované H20.

Upravte pH na 7,4 pomoci HCI.

Pridejte deionizovanou H20 do 1 litru.
Sterilizujte autoklavovanim po dobu 20 minut pfi
15 psi nebo sterilizujte filtraci. Skladujte pfi
2-8°C.

1% formaldehyd v PBS

Pfipravte 1% formaldehyd v PBS smichanim 1 dilu
koncentrovaného 37% roztoku formaldehydu
stabilizovaného methanolem od Sigma-Aldrich
(kat. ¢. F1635) a 36 dilti PBS. Skladujte pfi 2-8 °C.
Roztok je stabilni po dobu 1 mésice.

Upozornéni: Koncentrovany roztok
formaldehydu je klasifikovan jako akutné toxicka
latka. Ridte se bezpe¢nostnimi opatfenimi
poskytnutymi vasim dodavatelem formaldehydu.

Nutna zafizeni

Chlazena centrifuga

Chladnicka

Automatické pipety s jednorazovymi Spickami
Vortex

Pratokovy cytometr - excitace modrym laserem
(488 nm) a ¢ervenym laserem (633 nm) a s
vhodnou sadou filtra.

Nadoba na tekuty odpad s vhodnym
dezinfekénim prostfedkem

Pasteurovy pipety pfipojené ke zdroji vakua k
odsavani supernatantu béhem promyvani
bunék (volitelné)

Postup

Znaceni povrchovych antigenti bunék

1. Pridejte 10 pul CD4 FITC/CD25 PE do
zkumavek.

Pridejte 100 pl lidské krve.

Dobfe promichejte a inkubujte 10 minut ve
tmé v chladniéce (2-8 °C).

2.
3.

4. (volitelné promyti) Promyjte bufky pfidanim
2 ml studeného PBS a centrifugujte pfi 300 g
po dobu 5 minut pfi 4 °C.

5. Odsajte supernatant a ihned pokracujte v
intraceluldrnim znaceni.

Intracelularni znaceni

6. Pridejte 1 ml zfedéného studeného Fix and
Lysing Solution.

7. Promichejte a inkubujte 10 minut ve tmé v

chladni¢ce (2-8 °C).

Pridejte 0,5 ml Permeabilizing Solution.

Promichejte a inkubujte 10 minut ve tmé v

chladni¢ce (2-8 °C).

10. Centrifugujte bunky pfi 400 g po dobu
5 minut pfi 4 °C. (Pfed centrifugaci
nepridavejte do Fix/Perm smési zadny jiny
pufr).

11. Odstranite (slijte) supernatant.

12. Pridejte 50 pl studeného Blocking Buffer.

13. Pridejte 50 ul studeného PBS.

14. Promichejte a inkubujte 5 minut ve tmé v
chladni¢ce (2-8 °C).

15. Pridejte 5 ul reagencie FOXP3 APC.

16. Promichejte a inkubujte 30 minut ve tmé
v chladni¢ce (2-8 °C).

17. Dvakrat pomyijte buriky 2 ml studeného PBS,

centrifugujte pfi 400 g po dobu 5 minut pfi

4 °C. Odsajte/slijte supernatant.

Pridejte 300 ul 1% formaldehydu v PBS a

uchovavejte obarvené vzorky pfi teploté

2-8 °C, dokud nebudou zméreny pratokovym

cytometrem. Zpracované vzorky analyzujte

do 4 hodin.

Analyza pritokovym cytometrem

8.
9.

1

©

Analyzujte  obarvené vzorky  prQtokovym
cytometrem vybaveny excita¢nimi lasery 488 nm
a 633 nm a vhodnymi filtry.

Nahlédnéte do specifikaci vaseho cytometru,
abyste identifikovali detektory, ve kterych bude
mérena fluorescence obarvenych bunék.
Nastavte takové napéti na detektorech rozptylu
svétla: pfimy rozptyl svétla (FSC) a bo¢ni (kolmy)
rozptyl svétla (SSC), aby udalosti, které vas
zajimaji, byly zobrazeny v grafu.

Nastavte prah na FSC tak, aby byly zaznamenany
pouze sledované burnky a vyloucena vétsina
necistot.

Nastavte napéti na fluorescencnich detektorech
tak, aby vSechny mérené udalosti byly zobrazeny
v grafu.

Analyzujte 10 000 - 30 000 CD4+ lymfocytt z
kazdého vzorku. Data vyhodnote pomoci
softwaru uréeného k analyzu vzorkt dodavaného
s cytometrem.

Analyza vzorkt

Zobrazte namérena data v grafu dot-plot, kde FSC
je naose XaSSC jenaoseY (obrazek 1). Nastavte
region (gate) cilové bunééné populace (lymfocyty)
(B) a prah (A).

Obr. 1 Graf svételného rozptylu leukocytu:
nastaveni prahu a region (gate) cilové bunécné
populace.
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Poté zobrazte udalosti z regionu (gate) lymfocytt
v grafu dot-plot, kde osa X predstavuje plochu
signalu pfimého rozptylu (FSC-A) a osa Y
predstavuje vysku signalu pfimého rozptylu svétla
(FSC-H) (obrazek 2). Oddélte aggregaty od
jednotlivych bunék pomoci  diagonalné
polozeného regionu (gate) (C).

Obr. 2 Separace jednotlivych bunék od agregdtu.
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Zobrazte jednotlivé udalosti lymfocytd v grafu
dot-plot, kde osa X predstavuje intenzitu
fluorescence ve FITC detektoru a osa Y
pfedstavuje bo¢ni rozptyl (SSC) (obrazek 3).
Nastavte region (gate) kolem CD4+ lymfocyt( (D).

Obr. 3 Separace CD4+ lymfocyt(i (D) od CD4+
monocytt a CD4 negativnich bunek.
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Zobrazte CD4+ lymfocyty v grafu dot-plot, kde
osa X predstavuje signal FOXP3 (intenzita
fluorescence ve fluorescen¢nim detektoru APC) a
osa Y predstavuje signdl CD25 (intenzita
fluorescence ve fluorescenénim detektoru PE).
Umistéte region (gate), ktery oddéluje udalosti
CD4+CD25+FOXP3+ (obrazek 4). Pro spravné
nastaveni rozliSovacich car pouzijte vhodné
kontrolni reakce.

Obr. 4 CD4+ lymfocyty zobrazeny podle jejich
exprese CD25 a FOXP3. Treg buriky
(CD4+CD25+FOXP3+) se nachdzeji v pravém
hornim kvadrantu.
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Ochranné znamky
n/a

Historie revizi

e Verze 1, ED7417_TDS_v1

Prvni vydani.

e Verze 2, ED7417_TDS_v2

Zménilo se logo spole¢nosti. Rozvrzeni TDS se
zménilo. Drobné zmény textu. Vsechna omezeni a
varovani jsou uvedena spole¢né v €asti Vystrahy
a predbézna opatfeni.

Na etiketach produktd a/nebo komponent byly
pouzity dalsi symboly: ,Uchovavejte mimo
slune¢niho zafeni, ,Pouze pro vyzkumné Gcely“.
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Symboly

H N=R bl

Katalogové ¢islo

Cislo sarze

Pouzitelné do

Rozmezi skladovacich teplot
Viz navod k pouziti
Vyrobce

Pouze pro vyzkumné ucely.
Nepouzivat pro diagnostické a
terapeutické procedury.

exbio

TregFlowEXx Kit
50 testi | Kat. ¢. ED7417

Pouze pro vyzkumné tcely.
Nepouzivat pro diagnostické a terapeutické procedury.
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Produkt je uré¢en pouze pro vyzkumné ucely. Diagnostické nebo terapeutické aplikace jsou zakazany.
Vyrobky nesméji byt pouzity k daldimu prodeji nebo pfevodu tfetim osobam ani jako samostatny
vyrobek, ani jako soucast vyroby jiného vyrobku bez pisemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. nenese odpovédnost za porudeni patentu ani za zadné dal3i poruseni prav
dusevniho vlastnictvi, ke kterym muZze dojit pfi pouzivani téchto produktti. Objednavky na viechny
produkty jsou pfijimany v souladu s pravidly a podminkami dostupnymi na www.exbio.cz. EXBIO,
EXBIO Logo a viechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti EXBIO Praha, a.s..



