
T-cell BlastoFlowEx 
Kit 
Kat. č. ED7642 
Popis produktu 

Souprava T-cell BlastoFlowEx Kit je určena k 
měření proliferační odpovědi T-lymfocytů 
v aktivovaných vzorcích lidské krve. K detekci 
proliferujících lymfocytů využívá souprava směsi 
protilátek (anti-CD3 a anti-Ki-67). 

Specifikace 

Fix and Lysing Solution (10x koncentrovaný) 
obsahuje fixující lyzující roztok. 
Permeabilizing Solution (10x koncentrovaný) 
obsahuje permeabilizující roztok. 
EDTA (připravený k použití) obsahuje pufrovaný 
roztok dvojmocné chelatační soli.  
CD3 APC / Ki-67 PE (připravený k použití) 
obsahuje směs protilátek ve stabilizačním pufru 
(viz tabulka níže). 

Obsah 2 x 2,5 ml 

Použití 50 l na test 

Specificita CD3 Ki-67 

Klon MEM-57 Ki-67 

Izotyp (myší) IgG2a IgG1 

Fluorochrom APC R-PE 

Excitační maximum 633 nm 488 nm 

Emisní maximum 660 nm 575 nm 

Poskytované materiály 

ED7642-1  Fix and Lysing Solution, 10x konc.,  
                    1 x 25 ml. 
ED7642-2  Permeabilizing Solution, 10x konc., 
                    1 x 10 ml. 
ED7642-3  EDTA, roztok, 1 x 2,5 ml. 
ED7642-4  CD3 APC / Ki-67 PE, směs protilátek, 
                   2 x 2,5 ml. 
Obsah soupravy je určený pro provedení 100 
reakcí a odpovídá 50 testům. 

Nutné, ale neposkytované materiály 

Deionizovaná voda 
PBS (fyziologický roztok pufrovaný fosfátem) 
5ml testové zkumavky (12 × 75 mm) 

Skladování a manipulace 

Skladujte T-cell BlastoFlowEx Kit při 2-8 °C.  
Doba použitelnosti je vytištěná na etiketě každé z 
komponent a na krabičce soupravy. 
Doba použitelnosti po prvním otevření soupravy 
se od doby skladování vytištěné na etiketách 
komponent a balení soupravy neliší. 

Výstrahy, předběžná opatření a omezení 

• Reagencie je určena pouze pro výzkumné 
účely. 

• Nepoužívejte soupravu ani jednotlivé 
komponenty po jejich exspiraci. 

• Vyhněte se kontaminaci komponent. 
• Nevystavujte dlouhodobě světlu. 
• Nezamražujte soupravu ani jednotlivé 

komponenty. 
• Fix and Lysing Solution a Permeabilizing 

Solution obsahují formaldehyd, methanol a 
dietylen glykol. 

Tyto roztoky jsou dle regulace (EC) 1272/2008 
klasifikované jako nebezpečné. Používejte 
ochranné rukavice, ochranný oděv, ochranu očí a 
tváře při práci s těmito roztoky. 

H věty 
H302+312+332: 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 ledvin při 
prodloužené nebo opakované expozici (požití). 
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. 

• EDTA reagencie obsahuje Ethylenediamine 
tetraoctovou kyselinu·Na2-sůl. 
Roztok komponenty je dle (EC) 1907/2006 
klasifikován jako Nebezpečný 
H věty 
H373: Může způsobit poškození orgánů 

(ledviny) při prodloužené nebo opakované 
expozici požitím. 
P věty 
P260: Nevdechujte prach / dým / plyn / mlhu 
/ páry / aerosoly. 
P314 Necítíte-li se dobře, vyhledejte 
lékařskou pomoc/ošetření. 
P501: Odstraňte obsah/obal. 

• Detailní informace o příslušných H-větách a P-
větách naleznete v bezpečnostním listu 
soupravy T-cell BlastoFlowEx Kit. 

• Lidské biologické vzorky, tj. krevní vzorky a 
vše, co s nimi přišlo do přímého styku, jsou 
vždy považovány za potenciálně infekční 
materiál a musí být s nimi patřičně nakládáno. 
Používejte ochranné rukavice a následujte 
pokyny pro manipulaci s infekčním 
materiálem. Zamezte kontaktu krevního 
vzorku s kůží, očima a sliznicí. 

• Krevní vzorek určený k stimulaci musí být 
odebrán do zkumavky obsahující 
antikoagulant heparin. Antikoagulant EDTA a 
citrát negativně ovlivní stimulační odpověď. 

• Průtokový cytometr musí být pravidelně 
kalibrován pomocí fluorescenčních kuliček pro 
zaručení stability citlivosti detektorů. 

• Průtokový cytometr může poskytovat 
nesprávné výsledky, pokud nebude kalibrován 
a servisován pravidelně. 

Aplikace 

Měření úrovně proliferativní odpovědi                       
T-lymfocytů. 

Stimulace plné krve ve zkumavkách 

POZNÁMKA: Souprava byla optimalizována pro 
detekci z plné krve stimulované přímo v 
cytometrických zkumavkách (12 x 75  mm). 
Jednorázové zkumavky obsahující lyofilizované 
mitogeny jsou dodávány firmou EXBIO pod níže 
uvedenými katalogovými čísly: 
ED7634 (PHA), ED7635 (PWM), ED7636 (Con A), 
ED7637 (Stimulation Negative Control), ED7673 
(CD3/CD28). 
1. Umístěte zkumavky s mitogenem do 

laminárního boxu. (Pokud používáte zkumavky 
EXBIO, odvíčkujte je, ale ponechte je uvnitř 
laminárního boxu). 

2. Přidejte 0,5 ml kultivačního media do 
zkumavky. 

3. Přidejte 50 µl plné krve (s antikoagulantem 
heparin). 

4. Zavíčkujte zkumavky a promíchejte obsah na 
vortexu. 

5. Ujistěte se, že víčka jsou nasazená do pozice 
umožňující ventilaci, a umístěte zkumavky do 
inkubátoru (37 °C, 5% CO2) na dobu alespoň 3 
dnů. 

Detekce T-lymfocytů exprimujících Ki-67 
pomocí T-cell BlastoFlowEx kit 

Příprava reagencií 

Fix and Lysing Solution:  
Roztok nařeďte 10x v deionizované vodě. 
Připravte si pro každou reakci alespoň 2 ml 
naředěného roztoku. 

Permeabilizing Solution:  
Připravte si pro každý vzorek alespoň 0,5 ml 
naředěného roztoku. 

Nutná zařízení 

Lahvičky a kádinky pro ředění roztoků / 
komponent soupravy 
Vortex 
Automatické pipety s jednorázovými špičkami 
Centrifuga s rotorem pro 5ml zkumavky 
Odpadní nádoba s dezinfekcí na sběr 
supernatantů po centrifugaci 
Průtokový cytometr - modrý laser s excitací 488 
nm a 633 nm a s vhodnou sadou filtrů. 

Postup 

1. Vyjměte zkumavky z inkubátoru. Odvíčkujte 
(víčko vyhoďte do odpadu). Do každé 
zkumavky přidejte 25 l roztoku EDTA a 
zamíchejte obsah.  

2. Nechte inkubovat po dobu 10 minut při 37 °C. 
3. Přidejte 2 ml PBS, promíchejte. 

Centrifugujte buňky při 400 g po dobu 5 
minut. Slijte supernatant. 

4. Jemně protřepejte obsah, abyste uvolnili 
sediment ze dna zkumavek. 
Přidejte 2 ml naředěného Fix and Lysing 
Solution, promíchejte. 
Nechte inkubovat po dobu 10 minut při 
laboratorní teplotě. 

5. Centrifugujte buňky při 400 g po dobu 5 
minut. Slijte supernatant. 

6. Přidejte 0,5 ml naředěného Permeabilizing 
Solution, promíchejte. 
Nechte inkubovat po dobu 10 minut při 
laboratorní teplotě. 

7. Přidejte 2 ml PBS. 
Centrifugujte buňky při 400 g po dobu 5 
minut. Slijte supernatant. 

8. Přidejte 50 l směsi protilátek CD3 APC/ Ki-
67 PE, promíchejte. 
Inkubujte nejméně 30 minut v temnu při 
laboratorní teplotě. 

9. Přidejte 2 ml PBS. 

Centrifugujte buňky při 400g po dobu 5 
minut. 
Slijte supernatant. 

10. Resuspendujte buňky v 0,1 - 0,2 ml pufru PBS 
s 1% formaldehydem anebo v Fix and Lysing 
Solution naředěném do PBS (smíchejte 1 díl 
Fix nad Lysing Solution a 9 dílů PBS). 
Obarvené vzorky skladujte v temnu při teplotě 
2−8 °C až do analýzy v průtokovém 
cytometru. 

Analýza v průtokovém cytometru  

Nastavte napětí na detektorech rozptylu světla, 
přední rozptyl světla (FSC; forward light scatter) a 
boční ropztyl světla (SSC; side (perpendicular) 
light scatter) tak, aby požadované události byly ve 
škále (stimulované a nestimulované vzorky se v 
FSC a SSC signálu liší). 
Nastavte práh detekce (threshold) na přední 
rozptyl světla (FSC) tak, aby byly zaznamenány 
pouze požadované události. Nenastavujte 
threshold na fluorescence v APC detektoru: dle 
zkušeností to může způsobit zkreslení dosažených 
výsledků z důvodu zprocesování fluorescenčního 
pozadí při analýze cytometrem. 
Nastavte napětí na detektorech fluorescence tak, 
že všechny požadované události jsou ve škále. 
Nastavte škálování na detektoru předního 
rozptylu světla (FSC) pro přístroje BD pro 
dosažení lepší diskriminace mezi singletovými a 
doubletovými událostmi. Při správném nastavení 
škálování je plocha píku signálu (FSC-A) 
srovnatelná s výškou signálu (FSC-H) a singletové 
události vytvářejí diagonálu (45° a prochází nulou) 
v dot-plot FSC-A vs. FSC-H.  
Vyneste všechny události jako SSC vs CD3 APC 
fluorescence. Ohraničte CD3+ události (Obrázek 
1).  
Zaznamenejte alespoň 3,000 CD3+ lymfocytů na 
vzorek. 

Obrázek 1 Ohraničení CD3+ buněk (PHA stimulace) 

 

Analýza vzorků 

Ohraničte singletové CD3+ události v diagonále 
dot-plotu FSC-A vs. FSC-H (Obrázek 2).  

Obrázek 2 Ohraničení singletových událostí (PHA 
stimulace). 

 

Zkontrolujte rozložení signálu Ki-67 v PE 
zobrazením CD3+ singletů v dot-plotu CD3 APC 
signálu na ose Y proti Ki-67 PE signálu na ose X. 
Nastavte nejvhodnější diskriminaci mezi negativní 
a pozitivní populací (přerušovaná čára) (Obrázek 
3).  

Obrázek 3 Ki-67 fluorescence (PHA stimulace) 

 

 
 

Zobrazte CD3+ singletové události v histogramu 
fluorescence v PE detektoru. Rozdělte 
separátorem negativní (vlevo) a pozitivní (vpravo) 
pík. Strategii ohraničení buněk aplikujte na 
všechny zkumavky a vyhodnoťte procentuální 
zastoupení singletů CD3+Ki-67+ (Obrázek 4). 

Obrázek 4 Vyhodnocení procentuálního zastoupení 
(PHA stimulace). 

 

Odkazy 

n/a 

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, ED7642_TDS_v1 
První vydání 
• Verze 2, ED7642_TDS_v2 
Oprava textových chyb. 
• Verze 3, ED7642_TDS_v3 
Doporučená odstředivá centrifugační síla v rámci 
postupu zpracování změněna z 300 g na 400 g. 
Doporučení rozmíchání buněčné pelety doplněno 
ke kroku 4 v postupu. 
• Verze 4, ED7642_TDS_v4 
Dodávané množství komponenty Permeabilizing 
Solution změněna ze 6 ml na 10 ml. 
• Verze 5, ED7642_TDS_v5 
Logo společnosti bylo změněno. Rozložení 
příbalového letáku bylo změněno. 
PSČ výrobce bylo změněno z 25242 na 25250. 
Princip testu, většina textu zabývající se stimulací 
krve a materiál potřebný pro stimulaci byly 
vynechány z příbalového letáku Příklad analýzy 
kontrolní negativní stimulace není obsažen v 
příbalovém letáku. 
• Verze 6, ED7642_TDS_v6 
Aktualizace sekce Výstrahy, předběžná opatření a 
omezení. 
• Verze 7, ED7642_TDS_v7 
Oprava textových chyb. 
 

Symboly 

 Katalogové číslo 

 Číslo šarže 

 Spotřebujte do 

 Rozmezí skladovacích teplot 



Pozorně pročtěte příbalový 
leták 



Chraňte před slunečním 
zářením 

 Výrobce 

 

Pouze pro výzkumné účely. 

Nepoužívat pro diagnostické a 

terapeutické procedury. 
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100 testů | Kat. č. ED7642 

Technický list 

Verze ED7642_TDS_v7_CS 
Datum vydání: 28-09-2021 

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. 


