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Podékovani

Vytvoreni protokolu “Laboratorni ulohy: #iokova cytometrie (Partec CyFlow
Space)” bylo finatné podpdeno Fondem rozvoje vysokych Skol v ramci
projektu FRVS reggéislo 1397/2013 hovace vybaveni laboratdi pro vyuku
aplikovanych rostlinnych biotechnologii”.
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Pred z&atkem prace v laboraomusi studenti znat pravidla prace a beéppsti
v Laboratdi rostlinnych explantdit

V laboratdi je zakazano jist, pit a kit
Studenti musi mit pla&Stprezivky a rukavice.
Nepovolené experimenty jsotigne zakazany.
Udrzujte laboratbcistou a uklizenou.

Zkontrolujte gistroje. Pokud je jakykoliv problém stigtroji, nepouzivejte ho
a informujte Skolitele.

Pokud @i pouzivanicast vybaveni selze, okamZitnformujte Skolitele. Nikdy se
nepokousejte wgSit problém sami, protoZe byste mohli zranit nejelpe ale i ostatni.

Pred odchodem z laborawpo sob uklid'te laborate.

Pred ochodem z laborat®vypréte vSechny elektrickérfstroje a umyjte si ruce.
Pokud mate &aké pochyby, zeptejte se Skolitele.

Pozorr ctéte etikety.

Nikdy piimo negi¢ichavejte k latkam. iectéte si etiketu (pro zjighi obsahu). Nikdy
neochutnavejte chemikalie!

Zjistéte, kde je v laboratoumisen hasici pistroj a zdroj vody a jak je pouzivat.
Pouzivané chemikalie a reagencie vracejte vzdyistopodkud jste je vzali.

Zvlastni opatrnosti jei¢ba dbat  manipulaci s otetenym ohg&m, hdalavinami,
Ziravinami a jedovatymi latkami.

V laminarnim boxu nikdy nepracujtéizapnutém UV zéeni.

Nehody nebo porani hlaste ihned Skoliteli a vipadt potteby poskytite okamzZig
prvni pomoc.

S latkami drédzdivymi, pachnoucimi a jedovatymi sgsirpracovat v ddle odsavané a
zapojené digesto

Toxicky i netoxicky odpad vyhazujte do nadob k toawenych.

Kazdy, kdo pracuje v labordaipmusi respektovat vySe uvedena pravidla.
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Zkontrolujte, zda kit CyStain UV Precise P obsahug nasledujici polozky

« Extraction Buffer, 125 ml
e Staining Buffer, 500 ml

Podminky pro skladovani kitu

» Chemikalie, které jsou seasti kitu, uchovavejte ve thnpri teplot 4 °C.

Dalsi materidlové vybaveni patebné k analyzam

e Pipety (100Qul a 5000ul) a kompatibilni Spiky
e 55 mm plastové Petriho misky

o Ziletky

e 50 um filtry

e Zkumavky

Priprava vzorku

« Odeberte fiblizng 0,5 cnf listovéepele a poloZte na Petriho misku (55 mm).

» Pridejte 400 pExtraction Buffer

» Nasekejte pletivo pomoci Ziletky (30-60 s).

« Ziletky by mgly byt pouzity max. na 5-10 vzoikpoté je teba je vyngnit.

» Inkubujte vzorek 30 seconds az 5 min (optimalniadotkubace je specificka pro kazdy
druh a jetteba ji experimentatnzjistit).

» Prefiltrujte vzorek pes 50 pum filtr do zkumavky.

» Ke vzorku gfidejte 1,6 miStaining Buffer

* Inkubujte po dobu 30-60 s.

* Poté vzorek analyzujte naipokovém cytometru.



o Zkontrolujte l&hev s unéSeci kapalindbhgath a
odpadni lahevW/astg.

o Ujistéte se, ze v lahvi s unaSeci tekuting
neni vice nez 1600 ml, a Ze je odpadni la
prazdna.

e Zaprete pristroj.
0 Zaprete pristroj hlavnim vyping&em, poté zaptie laser.

e Zaprite paitac.
e Spuste software.

o Kiliknéte dvakrat na ikonu “FloMax” levym ttitkem mysi,
otee se Uvodni okno programu FlowMax. Pdite “OK”.

« Ujistéte se, Ze je fitokovy cytometr i software fijpraveny k
analyzam.

* Naplhite zkumavku fipravenym vzorkem (1-2 ml). Zkumavka by nikdy nrgm
obsahovat vice nez 2/3 svého objemu.



* Vlozte zkumavku do drzaku vzorku naifmkovém cytometru.
Pri spravném zasazeni zkumavky uslySite cvaknuti.rékzge
tieba do uchytu vioZit rychle.

* Mg¢feni zapone automaticky postupnym ifgchodem fazi
“Prerun”, “Stabilize”, “Run” a “Counts’.

o Ve fazi “Run” jsou buiky analyzovany a vysledna dat I
jsou znazoréna v histogramu*.

e Pro ukoreni neteni kliknéte na ikonu (viz obrazekgi na
tlacitko “End’. Analyza se rov&Z automaticky uko# pri
vyjmuti zkumavky z drzaku vzorku.

| End

As.”.

» Vysledky uloZite kliknutim na ikonu (viz obrazekgbo jako File-Save ﬁ
* Pro ne¥teni dalSich vzork opakujte pedesié kroky.

« Cisténi pritokového cytometru
o Nastavte rychlost 15.

o Postup ¢isténi pristroje: Do zkumavky odpipetujte 1,6 ml Part€eaning
Solution vlozte do drzaku fiistroje a cely objem nechte protédigrojem.
Nasledr vlozte zkumavku s 1,6 ml PartBecontamination Solutiona jednu
minutu. Poté stikéte tlatitko “Clearf. Nakonec nechte protékat 1.6 ml Partec
Sheath Fluica po minut ukortete tl&itkem “Stop.

» Drzak vzorku na cytometru jéeba chranit. Posledni zkumavku nechte v drzaku, aby
nedochazelo k vysychani a krystalizaci zliytkorku na drzaku.

e Zaviete program FlowMax.
=|=] x|

* Vypnéte paitac. Help -|5|E|
e Vypnéte piatokovy cytometr — hlavnim vypidam a
vypinaem laseru.

POZNAMKA: * Pro optimalizaci mifeni Ize v této fazi #mit nastaveni fistroje. Této problematice s&nuje
kapitola 4.



Kliknutim na ikonu Jnstrument settings ¢i pies nastrojovou liStu £ 3% £
»Acquisition — Instruments settirfiggteviete okno Nastaventigtroje. @ @
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ZIZI:FI:I

,Gain“ (Zesileni detektoru)
0 Hodnota ‘gain” mize byt zvySeni snizena kliknutim doifslusného pole a
zmeénou zadani hodnoty. Viipad, Ze data jsou znazama v linearni Skale,
piky se posouvaji dopravafipzvySovani hodnoty dain’ ¢i doleva i
snizovani hodnot dain’. Timto zpisobem lze piky umistit na ose x do
pozadované polohy.
» “Speed” (Rychlost analyzy)
0 Rychlost analyzy Ize regulovat pomoci&m hodnot v poli $peed (ul/s).
o Optimalni rychlost analyzy je 20-3@stic za sekundu.
o Pokud je rychlost vyssi, histogram se vytuychleji, ale piky mohou byt Sirsi.
Obecre plati,¢im menSi rychlost, tim lépe.

Vliv rychlosti analyzy na kvalitu pik @

Rychlost = 3ul/s Rychlost = 2Ql/s

« POZNAMKA: Vice informaci ohled® moZnosti nastavenitigtroje Ize nalézt v manualu “Operating
Manual-Instrument Control and Acquisition”, ktegyk dispozici v Laboratorostlinnych explantdit



Program FloMax proklada histogramem Gaussawklg a automaticky hleda piky. VSechny
vysledné hodnoty se tykajamodelovanych pil s tvarem odpovidajicim Gaussditivce.
* Kiliknéte na ikonu Peak Analysisnebo zvolte na nastrojové Kt Analysis—Peak

Analysis.

* Otewve se oknoPeak Analysis(analyza piku).

* Kiliknéte na tl&itko “Fit Gauss PeaKs

Peak Analysis

PA

Fit Gauzz Paaks

Batch Analyzis...

Clear Al |

Export Hiztogram... I

j Cloge I

eV tabulce se znazorni zakladni charakteristiky gelivych piki.

Peak Analysis

x|

1 1.000 18112 1387 4421 283
2 1720 311.55 1780 6573 257

Find Peaks | Peak  Index  Mean  Area Areak OVWE

Batch Analysiz... |
Clear All |

ChiSqu.
1.01
1.01

d Sawe Result... I
E xport Histogram... I

j Close I

* Po zaveni okna Peak Analysis zastanou vysledné Uudaje zaznamenané v histogramu.

200

Peak
1
2

160

120 4

counts

80 4

40 4

e et -
A N .
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Index Mean Area
1.000 181.12
1.720 311.55

Area  CW% ChiSgu
1387 4421 2.83 1.01
1750 55.79 2.87 1.01

FL1

1000



« Kvantitativni charakteristiky piku:

0 “Peak” (Pik): padadovécislo piku (odleva doprava)
“Index” (Index) pomegr praméru piku Vaci prvnimu piku
“Mean” (Pramger): sttredni poloha piku na ose x (kanal)
“Area’ (Plocha):plocha namodelovaného piku. Odpovidéatpgastic v piku.
“Area (%)” (Plocha %): procento plochy piku z celkové plocBgah piki.
“ChiSqu.” (Chi-kvadrat) mira, jak moc odpovid4 model hrubym idat (¢im
mensicislo, tim lépe).

O 0O O0OO0Oo

« POZNAMKA: Vice informaci ohledh moZnosti nastavenitigtroje Ize nalézt v manualu “Operating
Manual-Instrument Control and Acquisition”, ktegyl dispozici v Laboratorostlinnych explantdit
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» Pri analyzach by ®& byt vzdy se vzorkem analyzovan interni standard.
* Obsah jaderné DNA by se u interniho standardubizit analyzovanému druhu (piky

by se vSak nesty piekryvatci byt prilis blizko sebe).

e Piky interniho standardu a vzorku byelgn byt symetrické a @y by dosahovat
priblizné stejné vysky. V kazdém vzorku byl byt analyzovano 5000 - 7000 jader.

e

Ize tolerovat u rostlin s malym obsahem jaderné PNA

Interni standardy
Druhy

Raphanus sativusv. Saxa

Lycopersicon esculentuav. Stupické polni §kove rané

Glycine maxyv. Polanka
Zea maysgv. CE-777

Pisum sativunev. Ctirad
Secale cerealev. Dankovské
Vicia fabacv. Inovec

Allium cepacv. Alice

2C obsah DNA (pg)

1,11 pg
1,96 pg
2,50 pg
5,43 pg
9,09 pg
16,19 pg
26,90 pg
34,89 pg

(Zdroj: Botanicky Ustav AWCR, Praha — Rihonice, Olomouc)
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Pritokovy cytometr sestava ze zakladnich komponent:

1) Zdroj swtla
2) Kyveta phitokového cytometru*, fluidika

3) Optika

4) Detekce a zpracovani signélu
5) Pcitatovy systém
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*Kyveta (komirka) pr atokového cytometru:

Vysvétlivky:

vzorek — zkoumana kapalina

kifemenné sklo- pouziva se pro vysokou propustnost Sirokého tspeknovych délek
swtla

hydrodynamicka fokusace- proces, fi kterém se diky rozdilnym rychlostem a fiak
unaseci kapaliny a vzorku zuziapwr kanalu, kterym proudi vzorek ve zkoumané
casti kyvety

laminarni proud éni uvniti kyvety — je zasadni pro stabilitu @gsnost rreni (aby byla
pozice fluidniho kanalu nefnnd v ptibéhu celého réreni)

«—— kiemenné sklo

Laser :
fluidni
i ;
laminarni o A///kanal \@
prouctni uvnitt

kyvety o hydrodynamickéa ﬁ
fokusace
vzorek oo @
unaseci
kapalina vstiikovaci jehle

piivadi vzorek
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