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P¥iprava p Fistroj U
Rozmrazime zasobni roztok fluorochfortDAPI nebo Pl + RNasa) podle poZadovanéhdétypo

vzorki, k dispozici jsou davky po 1 ml (DAPI — cca 25-@fbrki, Pl — cca 20-25 vzot nebo
polovi¢ni 0,5 ml.

Zkontrolujeme zasobn#heath fluid pripadré doplnime, vyprazdnime kontejner na odpad. Kontejne
na sheath fluidplnime maximala ze 4/5. Recept pro 3 litrgheath fluid(pro jiny celkovy objem
zachovat ponry):

azid sodny 5 ml zasobni roztok ve &k, toxicky !, gidavat pipetou, vysledna
koncentrace 0.01% (w/v)

Tween20 (cell culture tested) 0,5 n# sKini, vazky, pipetovat ustenou Spikou a pomalu

destilovana voda 31 jako posledni

Zkontrolujeme dotazeni uzfiv kontejnerwsheath fluidi bez dolévani)

Zapneme laser (CyFlow SL — spindevo vzadu) nebo UV lampu (PAIl — spéinzboku, rozsviti se);
zapneme patat (u PAII klicek zboku). U PAII zapiSeme do seSitlas spugni UV lampy.

Pred n#Fenim prvniho vzorku je'dba pa@kat cca 10 min, u laseru ide&ln déle (Ize zapnout jako
prvni p‘ed zapdetim prace)

Fripravime pufry podle zvolené metodiky (viz protokbhebo D).

. Zapnuti a se Fizovani p Fistroj U

Fipravime kalibrani vzorek (obvyklePisum sativum dvoustupova metodika bez centrifugace,
,Otto pufry” — viz protokol C).

Spustime program FloMax #p. také CCD kameru), prvni okno odsouhlasime
Operator/Preferences: Operator

Zadani jiného jména nel@ancelzpisobi, Ze fistroj zapomenedktera nastavené, ktera jeeba
*  obnovit runé, tomu je nutno se vyhnout!

Sejmeme zkumavku s destilovanou vodou, gaahple portumistime kadinku na odpad. Spustime
Acquisition — Sheath fluid prime.

Nechame cca 1-2 minszet dokud neprochazi fluidikotista sheath fluidbez bublin, pipadré
bubliny vyzeneme z hatkk

Pokud jiz neni otégeno, spustime okno pro ovladani analyzyequisition — Instruments settings

nebo ikona @<=
&=

Vlozime obarveny (s fluorochromem) Kkalibm&a vzorek, spustime &reni (viz protokol E).
Zkontrolujeme symetrii piku, pozadi (co nejnizSikaeficient variance (cv) pikuApalysis — Peak
Analysis — Fit Gauss Peaks). ProPisum sativumma kanalu ~200 a ptu jader 20-30 / s Ize pro
cytometr PAII (DAPI) Ize akceptovat < 1.3 (max. )1.BZr¢ Ize dosahnou hodnoty < 1.1, v ideélnim
piipact ~0.8. Pro cytometr CyFlow SL (PI) Ize akceptovat<cl.6, pordrné snadno lze dosédhnout
1.3-1.4, v idealnimifppact < 1.2.

Navod k nastaveni paramgtanalyzy viz bod 9.

V pripadk, ze pistroje byly v minulych dnech/&movany a nepozadujeme velnmiepna rdreni lze
nasledujici krok vynechat, vzdy je ale dogeno zkontrolovat g&eni pomoci kalibr@niho vzorku.



7) Pokud nejsme spokojeni s kvalitou analyzy katibiho vzorku, sédime polohu kyvety — posun
vpied—vzad stbrny Sroub pod kyvetou, posun vlevo—vpravo otviabys) vievo od &. Po kazde
zmeéné vynulujeme analyzuc{ear) a znovu zkontrolujeme parametry fik

| Klicové je vycentrovani kyvety (respore stream— oblast, kterou prochazi jadra)udi
= zdrojovému paprsku &a. Vzhledem ke konstrukatigtrojii to znamend, ze pro PAIl (DAPI) je

N

smeru. Obvykle neni pééba nanit nic jiného nez pravtento jeden sem.
Pri bézném sézeni jsou vysledné posuny kyvety velmi malé, ramupomalu a jendh

8) Pokud je pdtba, nastavime parametry analyzy — které paranietdgeme zaznamenavat, ¢pd
analyzovanychkastic apod.
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9) Hipravime vzorek pouze ze standardu, ktery se cmgsidouzivat, a nastavimeigiroj tak, aby byl
standard na pozadovaném kanale (hodnota gain) & oxga potebny rozsah (lower limit - LL).
Podle pateby znénime nastaveni okeview — Page layout (nag. u CyFlow SL stranka g@mi
histogramy — FL2, dvourozgmy FL2xSSC, podle pteby bul’ FL3 nebo FL2xFL2-w, apod.).

Pri rutinni analyze znamého materialu tento krok eyrd&ame a pouzijeme jiz vyzkouSené parametry.

regulace rychlosti (0 0.1 nebo 1) nebp

meieny parametr gain lower limit rychlost n&ieni / odigru vzorku {u / s) lower limit (0.5 / 5) nebo gain (0.5/5
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Nastaveni vlastnosti diagramu: [LPar: | HE =
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C.

Pfiprava vzorku - zakladni protokol (dvoustup nhova metodika bez

centrifugace; , Otto pufry*)
MoZnou modifikaci je vioZeni centrifuggho kroku za bod 5), podrogjnviz DoleZel et al. (2007)
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Fripravime barvici roztok podle poZadovanéhoétpazorki — pgiidame 2-merkaptoethanol a zvoleny
fluorochrom. Vedle uvedenych mnozstvi jsou v labmi& dispozici i polovéni davky.

Pro barveni s DAPI:

Otto Il pufr
2-merkaptoethanol
DAPI z&sobni roztok

Pro barveni s PlI:

Otto Il pufr
2-merkaptoethanol

Pl zasobni roztok

RNase lla zasobni roztok

25 ml zasobni roztok ve Ak
5d tekavy, gidavat v digestd; finalni konc. 2ul/ml ~ 0.03M
1 ml v mrazaku; finalni konc. 4g / mi

25 ml z&sobni roztok ve Ak
5d tekavy, gidavat v digestd; finalni konc. 2ul/ml ~ 0.03M
1 ml v mrazaku; finalni konc. 5@g/ml
1 miv mrazaku; finalni konc. 5@y/ml

Do plastové Petriho misky vloZime analyzovangrek a interni standard

| Mnozstvi vzorku i standardu jgeba empiricky vyzkouSet. Pro tkdisti je dost@ujici obvykle
. 0.25-0.5 crh Poner vzorek / standard volime tak, aby ve vyslednétotiiamu fluorescence
davaly giblizné stejre vysoke piky.

Ridame 40Qul vychlazeného (v ledu) Otto | pufru.

Rostlinny material nasekdme v pufru Ziletkoujeané kousky. KaZzdou stranu Ziletky pouzivame
obvykle pouze 1x.

Suspenzi pipetovaningkolikrat promichame + oplachneme plochu misky.

Suspenazi filtrujeme dofpravené a popsané (!) zkumavkkep 42um filtr (textilie Uhelon 130T).
Objem suspenze po filtraci byehbyt cca 20Qul.

V suspenzi nesmi byt po filtraci Zadné viditelnéistety (zbytky tk&n vlidkna z okraj filtru,
= apod.), které by mohly ucpatiptroj. Ne‘istoty odstranime dalSim gfiltrovanim vzorku.

Nechame witou dobu stat.

Dobu stani je fieba empiricky vyzkousSet. Prét$inu druhi staci nekolik minut a nejsou na

= presnou dobu #filis citlive, ale v @kterych gipadech je nutné dodrzetdilou minimalni dobu

stani (nap. Sorbus, Calamagrostigebo naopak dobu stani velmi zkratit (< 1min., h&pentaurea,
Odontites, Euphrasiajebo dodrzet optimalni Uzkasoveé rozmezi (napSalix ~3 min).
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Fridadme barvici roztok (,Otto 11“), znovu zkontroluje vyskyt néistot (vyjimeiné mohou byt i v
pufrul) a nechame barvit.

Poner objem: prefiltrovaného vzorku (Ottol) a barviciho roztokutt@!) musi byt cca 1 : 4
= (kwili pH). Pri vetSim objemu vzorku je nutné adekvaipravit objem barviciho roztoku.

Dobu barveni je nutno empiricky vyzkouSetsimou st@&i cca 1 min., obeehnebyva rostlinny
material na gesnycas tak citlivy jako v fedeslém bad

. PFiprava vzorku - jednostup novy protokol (LBO1 pufr, seed buffer, apod.)

Do plastové Petriho misky vloZime analyzovangrek a interni standard

Mnozstvi vzorku i standardu jeeba empiricky vyzkouSet. Pro tkaisti je dost@ujici obvykle
» 0.25-0.5 crh Pomer vzorek / standard volime tak, aby ve vysledné&togiamu fluorescence
davaly piblizné stejré vysoké piky.

Fidame 1 ml vychlazeného (v ledu) izatého pufru.

Obvykle se pracuje s pufrem bez fluorochromu. Pok#&dpufr obsahuje fluorochrom nebo
2-merkaptoethanol (nebo jiné nezdravé slozky), geswe vzdy v rukavicich.

Rostlinny material nasekame v pufru Ziletkoujemné kousky. Kazdou stranu Ziletky pouzivame
obvykle pouze 1x.

Suspenzi pipetovaningkolikrat promichame + oplachneme plochu misky.
Suspenzi filtrujeme dofipravené a popsaneé (') zkumavkiep 42um filtr (textilie Uhelon 130T).

V suspenzi nesmi byt po filtraci Zadné viditelnéistety (zbytky tk&n vlidkna z okraj filtru,
= apod.), které by mohly ucpatiptroj. Ne‘istoty odstranime dalSim gfiltrovanim vzorku.

Nechame witou dobu stat.

Dobu stani je fieba empiricky vyzkousSet. Prét$inu druhi staci nekolik minut a nejsou na
= presnou dobu #ilis citlivé, ale v @kterych gipadech je nutné dodrZetditou minimalni nebo
maximalni dobu stani nebo optimatiaisové rozmezi.

Pridame ke vzorku zvoleny fluorochrom (DAPI nebo PNd&&a), nechame barvit. Pokud byl vychozi
objem pufru 1 ml, obvyklefidavame 4Qul zasobniho roztoku DAPI nebo fOPI + 5Qul RNasy.

Dobu barveni je nutno empiricky vyzkouSettSwmou sta@ cca 1 min., obeehnebyva rostlinny
material na pesnycas tak citlivy jako v fedeslém bad

. Méreni vzorku

Pokud jiz neni otegeeno, spustime okno pro ovladani analyzyequisition — Instruments settings
nebo ikona @=

i
Vlozime zkumavku deample porturychlym pohybem dorazime Gglnahoru (cvaknuti)

Pokud neni zkumavka dorazena do horni polohy &snietmiZze dojit k automatickému spériit
*  (iSteni sample portu a vysati vzorku
Patkame, dokud se neobjevi signal analyzovansagtic, zpdatku rékolikrat vynulujeme tlaitkem
Clear (neplést lean— spusttisteni a doslo by k vysati vzorku!).
Pokud se delSi dobu nic neobjevuje, zkusime gioatkumavkou (Spatntésni) nebo ji prstem ze
spodu zatlaime vice do sample portu; zkontrolujeme, jestlii foemblina v kyvet, apod.

Rychlost regulujeme tak, aby seé¢pb analyzovanycltastic pohyboval okolo 20-30 za sekundu
(dobry kompromis mezifpsnosti a rychlosti analyzy). Rychlost analyzy iikgy nengla presahnout
hodnotu 2.Qul / s, idedl ne vice nez 1.0l / s (obecs ¢im nizsi, tim Iépe).
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5) Podle patby doladime ostatni parametgain, lower limit)

Pokud byl cytometr nastaven nacity gain p/i analyze samotného standardu & pnalyze vzorku
doSlo k vyraznému posunu (jgelta gain zvySit), indikuje to ftomnost ¥tSiho mnozZstvi
fluorescednich inhibitor:.. Zaznamename do protokolu, bereme v Uvafiuvghodnoceni analyz
(meize byt pic¢inou pfipadného nesouladu a ,variability”). Hodnotu lowbémit volime tak, aby byla o
cca 20 kanal nizSi nez je levy okraj prvniho piku.

6) Analyza se zastavi ¥gdem ukeném potu castic (viz Setup, protokol B, bod 8). \fipadt potreby
Ize ukortit diive tlatitkem End, pipadré znovu spustit tiitkem Start (nova analyza).

7) Vysledek uloZzimé&ile — Save / Save as... (Ctrl + S)

8) Podle patby provedemy orientai analyzu (od&eni poloh pik standardu a vzorku, jejich pém
pocet ¢astic apod. -Analysis — Peak analysis — Fit Gauss peaks; prip. runé pres volbuGating
podrobr viz navod pro analyzu dat).

F. Ukon €eni prace — ¢iSténi a vypnuti p Fistroj G

1) Po skoneni nefeni viozime do Pstroje necelou polovinu zkumavky s Decontaminatsmtution
(fialova), rychlost nastavime na 5.0.

2) Po zastaveni nasavani vzorku (slem ,analyzy*) nechame cca 10 min. (-3 hodinysqbit. V
piipadt nedostatkitasu lze tento krok vynechat nebo zkrdtits odéasu je ale nutné jej provést.

3) Vlozime do pistroje necelou polovinu zkumavky s Cleaning soluijzelend), rychlost 5.0

4) Vlozime do pistroje zkumavku s destilovanou vodou, rychlost&ime na max. 10.0. Opakujeme
jese 1-2x.

5) Po skoeni vyplachovani nechame posledni zkumavku s deatibu vodou wample portu

6) Ulozime si data (!) na flash disk, vypneme ¥égcprogramy, standardrmukontime Windows.

7) Vypneme laser (CyFlow SL — spéndevo vzadu) nebo gitac a vzduchovou pumpu (PA Il — kBk
zboku) a UV lampu (podsvicenéditko vedle kléku). ZapiSeme do seSitas vypnuti UV lampy.

Pokud bychom pgtbovali pokr&ovat v praci, je nutné UV lampu‘gd dalSi zapnutim nechat
= zcela vychladnout, minimair80 minut!

8) Povolime ko kontejneru praeheath fluig upustime jetlak vzduchu, dotdhnemeétp

D e

G. Recepty na nejd ulezit &Si roztoky

Pufr Otto |
kys. citronova monohydréat 429 (0.2Mye skini
destilovana voda cca 170 ml

Tween20 (cell culture tested) 1mi (1% W sKini, vazky, pipetujeme s gigienou Spikou
a pomalu, po vypu&ti shodime Spku do pufru
a nechame rozpustit zbytky

po rozpu&tni (< 5 min) doplnime vodu v oditém valci na celkovy objem 200 ml

skladujeme v lednici

Pufr Otto Il
NaoHPO,.12H,0 28.65g (0.4M) ve sKini
destilovana voda cca 170 ml

po rozpu&ni (cca 1/2 hod, Ize urychlit mirnym zdhnim) doplnime vodu v odfmém valci na
celkovy objem 200 ml

prefiltrujeme ges 42um filtr (tkanina Uhelon 130T)

skladujeme za pokojové teploty (!) verisk



Zasobni roztok azidu sodného
Pozor! Azid sodny je vysoce toxicky, pracujeme a&tpla rukavicich, veSkeré kontaminované
prednety ihned omyvamests§im mnozstvim vody. Navazku azidu sodného zapiesesitu.
azid sodny 12 g (6% wiv)ve sKini
destilovani voda 170 ml
po rozpu&tni doplnime vodu v odémném valci na celkovy objem 200 ml
skladujeme za pokojové teploty veisk

Seed buffer podle Matzk et al. 2000, modifikace Krahulcova &&12006)

Tris-base 1.211g (0.1M) ve skini nebo PCR laborato
MgCl,.6H,0O 0.107 g (5mM)  ve skini nebo PCR laborato
NacCl 05g¢g (85mM) ve sKini

Triton-X-100 200ul (0.1% v/v) ve sKini

destilovana voda cca 70 ml

Gprava pH pomoci HCI na hodnotu 7.5
doplnime vodu v odgrném valci na celkovy objem 100 ml
skladujeme v lednici

Pufr LBO1

Tris-base 363.4mg (15mM) ve sKini nebo PCR laborato
EDTA-Na2 1489 mg (2mM) ve sKini nebo PCR laborato
spermine tetrahydrochloride 34.8 mg (0.5mMye skKini

KCI 1.139¢ (80 mM) ve skini

NacCl 233.8mg (20 mM) ve sKini

Triton-X-100 200ul (0.1% v/v) ve sKini

destilovana voda cca 170 ml

Gprava pH pomoci HCI na hodnotu 7.5
doplnime vodu v odérném valci na celkovy objem 200 ml
skladujeme i —20°C v alikvotech pro dity pocet vzorki (10 ml /20 ml /25 ml / apod.)

Zasobni roztok DAPI (0.1 mg / ml)
DAPI 10 mg v lednici
destilovani voda 50 ml
postupr rozpustime cely obsah zasobni l&kyi s DAPI v destilované vad lahvicku nekolikrat
dukladre proplachneme
doplnime vodu v odgrném vélci na celkovy objem 100 ml
piefiltrujeme ges 42um filtr (tkanina Uhelon 130T)
skladujeme i —20°C v eppendorfkéach v alikvotech po 1 ml / /b

Zasobni roztok Pl / RNasa { mg / ml) (pro ob latky stejny postup)
propidium jodid nebo RNasa lla 100 mg v lednici(PIl) nebo mrazdku (RNasa)
destilovani voda 50 ml
postupr rozpustime cely obsah zasobni l&kyiv destilované vag lahvicku nekolikrat dikladrg
proplachneme
doplnime vodu v odgrném vélci na celkovy objem 100 ml
piefiltrujeme ges 42um filtr (tkanina Uhelon 130T)
skladujeme i —20°C v eppendorfkéach v alikvotech po 1 ml / b
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Manualy vyrobce cytomair



