Extracelularni (povrchové) znaceni

- Nasazené bunky 2x promyt 200ul PBS (500-600g, 2min., 4°C)
-V pfipad¢ pouziti purifikovanych protilatek
o Blokovat sérem (stejny druh jako buniky = myS§ mysi, atd.): 100ul na jamku,
10min., 4°C.
o 2x promyt 200ul PBS, nanést 10ul purifikované protilakty a inkubovat 30min.,
4°C.
o 2x promyt 200ul PBS, blokovat sérem (z druhu ktery byl pouzit pro vyrobu
sekundarni protilatky): 100ul na jamku, 10min., 4°C.
o 2x promyt 200ul PBS, nanést 10ul sekundarni (znac¢ené) protilakty a inkubovat 25
min., 4°C, ve tmé. 2x promyt 200ul PBS a dale pokracovat se znacenymi a
biotinylovanymi Abs.
- Nanést 10ul primérnich protilatek (piipadné mixi = vSechny barvy plus biotynilované
protilatky) a inkubovat 30 min., 4°C, ve tmé.
- 2x promyt 200ul PBS.
- Nanést 10ul fedénych sekundarnich protilatek (vétSinou jen streptavidin s konjugatem) a
inkubovat 25 min., 4°C, ve tmé, poté 2x promyt 200ul PBS.
-V ptipad¢ dalsiho intracelularniho znaceni viz. protokol Intracelularni znaceni.
- Resuspendovat v pozadovaném mnozstvi PBS (50-100ul) a ptipadné ptenést do
mikrozkumavek (pfi nevyuziti LSRII - HTS).



