Intracelularni znaceni FoxP3 na mikrotitra¢nich deskach
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Rozkapeme do jamek bun&&nou suspenzi v mnozstvi 1x10° na jamku.
1x promyt 200ul PBS (400g, 2min., 4°C)

oznacime povrchové antigeny (viz. Povrchové znaceni)

1x promyt 200ul PBS

protiepat

resuspendujeme buniky v 50ul Cerstveé pripraveného
Fixa¢né/Permeabilizaniho roztoku.:

Priprava Fix./Perm, roztoku:

1 dil Fixation/Permeabilization Concentrate + 3 dily
Fixation/Permeabilization Diluent. (pr. 100ul +300ul)

inkubace 30min. 4°C
1x promyt 100ul 1x permeabiliza¢nim roztokem

Priprava Ix permeabilizacniho pufru:

1 dil 10x Permeabilization Buffer + 9 dilit dd H,O
(pr. Iml 10x Perm. Buf. +9ml ddH-,0)

Zablokujeme bunky 50ul 2% potkaniho séra v 1x perm. Pufru
Inkubace 20min 4°C

Zcentrifugujeme, odcakneme

Roziedime FoxP3 protilatku v pfislusném titru v 1x perm. Pufru
Nakapeme fedénou FoxP3 protilatku v mnozstvi 10ul na jamku
Inkubace 30min 4°C ve tmé

2x propereme 200ul 1x perm. pufrem

Resuspendujeme bunky ve 100ul 1x perm. Pufru

zmetime



