Na tomto listu mate grafy, které (aZ na ten treti, ten uZ je specificky pro nasi tlohu) vyuzivame pti ke
Pritokovy cytometr analyzuje kazdou buriku ve vzorku zvlast a kazda tecka tak predstavuje jednu bt
Pustte si prosim video, jak cytometr funguje a co se pfi analyzovani buriky zobrazuje na obrazovce p
https://www.youtube.com/watch?v=EQXPJ7eeesQ
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Prvni graf slouzi k "zac
dale analyzovat. Osa x
bunék, osa y (SSC-A, si
vzorek s rdznymi buné
tady populace krasné «
populaci mrtvych bun:
Populace, ktera je ana

Druhy graf v sobé zah
bunky, které jsme si c
Tento graf nam umoz
skute¢né samostatné
takovy ten ocasek, kti
cytometr namétil sice
prichod méficim syst
vétsi (FSC-A). Peak pc
pro kaZzdou analyzova
pak jen ta tecka repre
plochy (A) peaku.

A tieti graf uz tady uk
fluorescencniho signé
Nase vzorky po induk
kombinaci byly po ro:
barvi¢kou sytox greer
Na ose x (FITC-A) je zt
co sviti, to je mrtvé :-



Vsechny tyto finalni g
do prezentace, mate
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12dém méreni na pritokovém cytometru - tyto grafy jsou jen pro vasi predstavu, jak to funguje, do pre:
inku. Abychom mohli analyzovat kazdou buriku nasich sféroidd zvlast, je nutné ho rozrusit trypsinem -
ocCitace - presné to byste vidéli u nas :-)

)stfeni" nasi bunécéné populace, kterou budeme
(FSC-A, forward scatter) predstavuje velikost
ide scatter) jejich granularitu. Pokud byste méfili
iénymi typy, napf. krevni bunky, pak by se vdm
oddélily. V nasem vzorku vidite rozliSitelnou

gk (ty zelené tecky) od Zivych (zbytek).

lyzovana dale, je ohranicena - tzv. gate.

irnuje jenom buriky z populace P1 - to jsou ty
>hranicili na prvnim grafu.

‘Muje rozlisit bunky, které jsou analyzovany
(singlety) a tzv. dublety bunék. Dublety jsou
ery je mimo dalSi ohraniceni - pfi jejich analyze

2 bézny signdl co do vysky peaku (FSC-H), ale
:émem trval déle, proto je celkova plocha peaku
)chazi z histogramu, ktery si cytometr vykresluje
inou jednotku, ale v naSem grafu neni - tam uz je
azentujici bufiku na zakladé poméru vysky (H) a

tazuje analyzu singlet( na pozitivitu

ilu. Jiné typy analyz by mély jiné grafy.

ci EtOH (kontrola), perifosinem, NaHCO3 a jejich
zsuspedovani na jednotlivé buriky inkubovany s
1, ktera se dostava jen do mrtvych bunék.
nazornéna intenzita fluorescence - a jednoduse,

)



rrafy vasich analyzovanych sféroidd, které date
na druhém listé.



zentace je neddvejte.
jako jste to délali pti ptipravé lyzatd na elfo+western.



nebarevna kontrola - P2

x1000 Nebarvenou kontrolu jsme pouZili pro

250 nastaveni ohrani¢eni bunék, které budou
pozitivni na fluorescencni signal - je to
200 ten zeleny ramecek pojmenovany sytox
green+
j 150 sytox green+ Do prezentace graf taky mlZete dat a
ks vysvétlit
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% sytox green+ Cytometr umi fict pfesné procentudlni
EtOH 60.71 zastoupeni téch bunék sytox green+.
perifosin 72.66|  Ztéchto hodnot udélejte jednoduchy
NaHCO3 63.77]  sloupcovy graf a pfidejte ho do
kombinace 93.08] prezentace ke grafim z cytometru :-)

ZAuRvin Ja i v lbrantvalininm cfAvaidis ra na Hidnn Luldiuaca nach =l vallb A vanaASes



£dVET JE, £Z€ 1 V KUMNUIUIMIIT STETUIUU 5€ PpU Lyunu Kuitivdce rndcridai VEIKe Imnoast
mnoistvi sice narusta, ale teprve v kombinaci s NaHCO3, ktery alkalizuje prost



M NaHCO3 - P2 M kombinace - P2

x1000 %1000
250 250
200 200
<C 150
sen+ 3 sytox green+ j 150
2 2
100 100
50 50
0 . . - - e 0
10 -102 0 107 10° 104 10°
-44,169782 FITC'A 372, 217321 FITC—A

hit mavkinieah hitnXl VA crfAvaidinn AaundlivimXnim navifacinam nals +#aka



LVI mMrvycn DUneK. ve sreroiau oviivnenein permnosinern pdxk ot
Fedi, dosdhneme zabiti témér vSech bunék.
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