Ahoj mlady cytometriku! Cytometr je sice
zaludna masinka, ale pfi troSe odvahy a §tésti se
da ovladat.... Takze jak na to?

Co délat, kdyz pfijdes do laborky:

1.

Z mrazaku si vyndej bud’ Propidium Jodid - Pl (ependorfka s ¢ervenym obsahem) a
RNazu (ependorfka s Cirym obsahem) nebo DAPI (ependorfka se Zlutavym obsahem,
s napisem D) a nech je rozmrzat. DAPI se pouziva u velké bilé krabice (CyFlow ML)

a Pl s RNazou u malé zelené (CyFlow).

Nasekej si samotny standard a par vzorkd (pufr OTTO . je v lednici).

PFiprav si roztok s barvic¢kou v digestofi (pfesné poméry i pfi niz§im mnozstvi vzorkd,
tedy i pfi mensim objemu barvicky jsou v digestofi napsané). Digestof zapni vpravo
nahofe na okraji tlacitkem OK + vypinacem pod sklem ve spodni ¢asti zapne$ odtah.
-25ml OTTO Il (v digestofi)

- 1ml PI (k Pl se jesté pfidava 1ml RNazy) / 1ml DAPI (bez RNazy)

- 50 pl Mercaptoethanolu

Nyni pozor, pracuje$ s drazdivymi (Pl, DAPI) a jedovatymi (Mercaptoethanol) latkami, radéji
pouzij ochranné rukavice (v polici nad stolkem, kde se sekaiji vzorky).

ZKONTROLUJ si dostatek destilované vody v zasobni lahvi (dolej pfes trychtyf s filtrem) a
radéji vyprazdni WASTE odpadni kanystr na zemi pod stolkem, aby nepfretekl.

Pust pfislusny PC a cytometr (ML - 2 kolébky na boku a CyFlow kolébka na
adaptéru vzadu, ¢tvercovy €udlik nalevo vzadu a Cerny adaptér laseru vedle
cytometru).

AZ potom spust program Partec FloMax (ikonka s oblicejem ). V okné& FloMaxu

spust "budiky" (instrument settings; |..gd). Nyni je cytometr plné funkéni.
Promyj cytometr 1 zkumavkou (kyvetou) destilované vody pfi rychlosti 10.
Do nasekaného standardu pfidej 1 ml barvicky a nechej aspori 30 sekund odstat.

Speed - rychlost by méla byt tak vysoka, aby cytometr bézel asi 15-25 jader za
sekundu (obyc¢ejné mezi 0,1 a 2). Obarveny vzorek vstr¢ do cytometru (nutno silou
az po dockvanti). Gain nastav tak, aby byl standard na néjaké jednoznacné pozici
(idedlné kanal 200 - ). Jestli ma pik standardu CV pod 2 % (to zjisti$, kdyz kliknes na
Peak Analysis a Fit Gauss Peaks; viz obr.), tak mlzes zacit méfit.

10.Kdyz pfistroj zanalyzuje 5000(P1)/3000(DAPI) jader vzorku, tak se sam zastavi. Uloz

11.

analyzu a vyjmi vzorek (pfFistroj se hned na to automaticky promyje) a pak vstré novy
obarveny vzorek. Nékdy na Cidle pro promyvani ulpi kapka a cytometr se sam
nepromyje, pak je nutné na sample port (prostor pro zkumavku) fouknout (nejlépe
stlaenym vzduchem ve spreji - na cytometru).

B&hem analyz davej pozor, jestli ti v zasobni lahvi NEDOCHAZ| DESTILOVANA
VODA! Po pfipadné vyméné (zasobni voda je v kanystru na zemi, dotahni pofadné
vicko u sklenéné Sheath lahve) projed pfistroj jednou zkumavkou destilované vody
rychlosti 10 a VYLEJ ODPANi TEKUTINU DO UMYVADLA blize ke dvefim A
PORADNE SPLACHNI (u DAPI).



12.Nékdy se misto "run" (v poli¢ku nad start/pause/stop) béhem analyzy objevi "count".
Potom pfistroj nereaguje na bézné povely (zmény rychlosti, gainu, ofiznuti apod.) a
chces-li nastaveni zménit, tak klikni na tlacitko start a objevi se zpét "run".

13.Prabézné sleduj, zda ti nedochazi barva. Kdyz ano, dej si v€as rozmrzat zasobni
ependorfky z mrazaku.

14.Pfed vypnutim pfistroje jej promyj plnou zkumavkou destilované vody rychlosti 10.
Prazdnou zkumavku nech v pristroji. VV pfipadé, Ze odchazi$ napf. na obéd, tak
cytometr nech pustény. Vypni jen laser nebo led diodu a dej pfistroj promyt
zkumavkou d. vody.

15. Nejdfive vypni FlowMax (neukladej zmény) a pak vypni cytometr a PC.

16. Pfi praci udrzuj Cistotu a uklizej po sobé. Na zavér ofezej a dopli Spicky a umyj
Petriho misky. Své vzorky nenechavej dlouhodobé v lednici (mize dojit k vyhozeni).

17.Ani na jednom z pocitacu, na kterém je pfipojen cytometr, si neprohlizej ulozené
analyzy.

V PRIPADE PROBLEMU TELEFONUJ NA MOBIL (NA VYZADANI).

Pro destilovanou vodu se chodi s kanystry a trychtyfem s filtrem k Lence Flaskové
do DNA laborky.
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