Apogee protokoll- Vezikuldk mérésére (Tiinde)
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Ellendrizzik a folyadékokat:

Az asztal alatt a waste kanna ures legyen. Ha nem az, letekerjuk a fekete kupakot és kiontjik a 604-ben. (Ha
nem vagyunk biztosak benne, hogy eléttiink veszélyes anyaggal dolgoztak-e, akkor vagy megkérjiik az el§z8
hasznaldt, hogy 6ntse ki, vagy a veszélyes folyadék gydijtébe ontijiik.)

A sheat tank a két kék doboz a gép tetején, lehet olyat, hogy a bal oldali péttank ki van huzva és csak a jobb
oldaliban van folyadék. Ha hosszabb mérésre késziiliink, érdemes a két tartalyt csatlakoztatni, és tobb
folyadékot tolteni bele.

A tisztitofolyadék tank a sheat tank elejében van Pro cell cleaning fluid (2x-de-inkdbb-3x-higitott-MQ-val-a
dobozon feltiintetett mértékdi higitdssal).

Sheat fluid: 2,5 liter MQ + 100ul ProClin300 ( ezek alul vannak a hiit6ben a gyonggyel egyutt)

Feltolteni ezt a kett6t a tank tetején levd kor alakd lyukon lehet. A kicsi a cleaning.
Ha azt latjuk, hogy valami baci, gomba nétt a tankban, kicsatoljuk, elmossuk mosogatdszerrel, MQ-val. Ha a
sheat fluidos tartédlyt detergenssel mossuk, akkor nagyon(!!!) alaposan ki kell 8bliteni.

Inditas:
Gép elején fekete gombbal bekapcsoljuk, varunk 5-10 percet, addig kattog..... majd beirjuk a jelszét:

3 féle felhasznald van: admin (szerel8)
resercher  Un1v3R5iTY
student 5eMm31wei5 ----- ez jo, ha van beallitott protokoll, mert nem lehet benne
véletlendl se torolni dolgokat

a Hisztogramot elinditjuk. Hosszu id6 10 perc akar, mire felall a rendszer. Vigyazzunk, nehogy 2x nyissuk meg, de
azért dupla kattintdssal indul. Ha véletlen 2x nyitottuk meg vagy kikapcsoltuk, akkor a Feladatkezel8-ben le kell
allitani, és csak utdna nyithaté djra (vagy onnan kell kinyitni).

Ha netet_ vagy mobilt keres a gép, cancel-lel kinyomjuk.



A monitor jobb oldalan megjelenik egy narancssarga csik, ez zoldre valt, ha kész a gép az inicializalassal.

Ha nem akar elindulni, akkor Load new sheat. Ha nincs elég folyadék valamelyik tankban, akkor is hibalizenet, azaz
nem valt zoldre a csik, akkor is ezt kell megprobalni. (Ezt nem mindig engedi a gép, ilyenkor V. Kriszti tud segiteni.
Mar dolgozunk a szervizzel a probléma megolddsan. Biztos, ami biztos, ne hagyjuk akar a sheat fluid akér a cleaning
fluid a bejeldlt szint ald csékkenjen.)

Esetleg Remove air in Syringe.

A Flow cell clean az, mikor cleaninggel kimossa az egészet (mint kikapcsoldskor),ezt kell haszndlni, ha jon utdnad
még valaki,

ha nagyon koszos, akkor a soak- ez még dztatja is, ez kb. 15 perc, utdna még a flow cell cleant autématikusan
elinditja-s-kel!

Haszndlat utdn, ha mds nem j6n, akkor (eqy 5-5 perces hypo és MQ minta futtatdsa utdn) Elegnflow
systemShutdown-ban van mosds-esz.

Jobboldalon feliil sorban van a Run, Flush, Shutdown.

Ez volt a Service tab.

?? Hasznalat: legyen a Setup-ban kipipalva mindenképp az autoshutdown! Ha nincs, akkor a szamitégépet kiilén ki
kell kapcsolni, ami késébb hibalizenethez vezethet.

Control tab-on belll a mosés (cycle) 2-n legyen, igy kb. 5 perc egy mérés. Alatta 1.50ul/perc mellette 150ul. A 1.5-et
ha vizet v. puffert futtatunk, fel lehet nyomni 9-re, de mindig allitsuk vissza a 1.5-re. Ezek a beallitdsok persze
mérésenként valtozhatnak, de ugy tapasztaltuk, hogy EV mérésnél ezek miikédnek a legjobban.

Ez a gép nem folyamatosan szivja fel a mintat, 150ul-et sziv fel ilyenkor egyszerre és amit nem hasznal fel, azt
kidobja, 130-bdl 60-at! 130ul ald ne allitsuk.

Emiatt is kell a mintat higitani 10x és 100x PBS-ben vagy az épp hasznalt pufferben és a leghigabbal kezdeni a mérést.
A tul tdmény amugy is adhat fals eredményt, mert az eventeket nem jél szamolja! Erdemes higitasi sort késziteni, és
a leghigabbal kezdeni. Féleg ,ragadds” mintaknal sok mosdstdl kimélhetijik igy meg magunkat.

Alatta (dilution) megadhatom, hogy hdnyszorosra higitott a minta, visszaszamolja bel6le igy a higitatlannak a
koncentracidjat helyettem.

A 638-as lézer inditaskor ki van kapcsolva, ha azt akarom haszndlni, akkor be kell kapcsolnom és ki a végén. Ha mar
az el6re megadott protokollban szerepel ez a lézer, akkor bekapcsolja automatikusan.

SALS, MALS, LALS short, med, long angle light scatter, mind3-at megnézzik és amelyiken jobban latszik, amit
szeretnénk, azt valasztjuk. A MALS az altalanosan hasznalt.

Fent balra tudunk Gj hisztogrammot Iétrehozni.
A kék ajto felfele nyilik.
A bal oldali a moso, a jobb a mintatartd lyuk:

A mintat — pontosabban el8szor deszt.vizet v. puffert - berakom
eppendorf cs6ben, a kupakja nyitva, felém all.

File > Load settings > 170-es vagy ha van Ujabb kalibracié (van), akkor azt hivom be vagy egy kordbbi templatomat.:

Kalibrdlgs:

Gyéngyre van kalibrdlva: Apogee mix 170mW, ezt legaldbb 2 havonta ismételni kell.
Minimum 2x-re higitjuk deszt.vizzel: 500 +500 ul (ez tébbszéri haszndlatra elég, azért csindlunk ennyit.



Ha a gyéngy kontrollt djra kellett dllitgatni, akkor :

Save datdfile as és a Protocols-ba mentjiik, mint uj kalibrdcio. > ezt fogom kév. alkalommal betélteni, nem a 170-
est... Ha épp nincs protocols mappa, akkor a sajdt mappdnkba.
Az alap elsé hisztogram x: MALS, y: 488 green a gyéngyhéz. Ezen a gate-eken beliil kell Idtszédnia a populdciéknak.

Ha elkezdiink mérni (vizzel), akkor alul a név sordban megadhatunk neki protokollt, ha djat csinalunk, akkor itt no
protokoll (lires az oszlop lent), fent fajlbdl mentiink egyet a protokollok kézé és utdna alul mar azt ki tudom
vélasztani és alkalmazni.

Balra lent adunk a mintdnak -nevet. Kipipaljuk a Queue-t mellette_(ezt automatikusan megcsinalja maganak a gép.).
Automatikusan menti a kisérletet, gyarilag bedllitva a f6konyvtarba adott datummal, nem kell a gépre kilén
elmenteni, csak a végén egy pendrive-on magamnak, mert ha ezért kell bekapcsolni a gépet, az plussz fél éra....
Kriszti csak innen backup-ol!

(File > Load settings > legutébbi kontroll mérés
Megnyomjuk a Run-t. EIGbb vildgoskék, majd sotétkék lesz a csik.

Ha tiszta a citométer, akkor 200 alatti event kell legyen/sec 3ul/min-nél.) Ha nem, akkor elvileg addig futtatunk MQ-t
v. 0.2um sz(irt puffert, mig tiszta nem lesz.

Kalibralaskor Viz — gyongy — viz— minta 150 ul minimum, de inkabb 300 ul, ez csak 1-2 havonta kell,

egyébként viz, puffer, kontrollok, mintak sorban (kontrollok: 3 higitas, izotipus, FMO, festett puffer, festetlen minta,

lizis...)-és paindezt 3x mert statisztikal-)

Ha tdl sok az event, akkor tele lesz a puffere(memdridja) és akkor ledll a mérés és eldobja a mintat a waste-be, ezért
a higitas mellett a treshold-ra is figyeljink. Side scatter AND vagy OR Fluoreszc. , utébbit hasznaljuk altaldban.

Ha tbb zajt akarunk kiszdrni, akkor a MALS értékét novelhetjik nagy vezikuldakndl. A memoria puffert tudjuk névelni
valameddig. Bedllitdsoknal valahol.

A Gain-t felesleges allitgatni, mert teljes spektrumot mér, utélag is manipuldlhatom majd. Nem ugyanaz, mint a
Cytoflexnél!

Ha plate-et mérek, akkor setup> autocycle és alul is atrakni plate iizemmddba. Ami annyi, elvileg, hogy a mintdk neve
mellett beirom, hogy mondjuk A1, A2,... Ezeket megadhatom egymds alatt mind, kipipdlva, autocycle-vel és akkor ha
Run-nal elinditom, akkor végigméri az 6sszeset. Itt nem nyomok el6tte auto shutdown-t, mert utdna még muszdj
mosni! Ha plate mérés kézben betesziink eqy eppendorfot, akkor ledll a plate mérés, és az eppendorfot fogja lemérni.
Meérés kbzben a a plétet ne birizgdljuk, mert az érzékeld le fogja dllitani a mérést, attdl fiiggetleniil, hogy éppen
eppendorfot vagy plate-t mértiink.

Széval... kezdjik a MQ-val... a 2. diagram, ami oszlopokat rajzol egymas mellé el6sz6r magasabb értékeket mutat,
aztan bedll egyformdkra, ekkor djrainditjuk a mérést a fenti sorban az X-szel, ami a refresh.

Ha megfelel, jobbra fent STOP. Ez utén allitjuk be az autocycle-t.
A fenti menusorbdl Setup> autocycle ON kipipaljuk, bedllitjuk, hogy csak 1 percig menjen. Az elég szokott lenni.

Végén tisztitas, kozben lehet és KELL menteni a mérést pendrive-ra,

5 perc bleach és 5 perc MQ, m(ikodik autocycle-lel is, ha 300 sec-re allitom...
kikapcsolom a 635-6s lézert.; Ez akkor fontos, ha utédna még sokaig bekapcsolva marad a gép. Ha protokollt valtunk vagy
kikapcsoljuk a gépet, akkor kikapcsol a lézer is.

[VK1] megjegyzést irt: Ha van elég higitas nem kell
haromszor lemérni. Az nem segit a statisztikdn. Azaz segit, de
nem tul szabalyos....




széval: min. 200 ul 10% bleach (? 50ul/min gépkonyv szerint), aztdn min. 300 ul deszt. viz (? 5ul/min gépkdnyv), de
inkdbb tele eppendorf.

(???? megnézni, hogy az auto shutdown ki van-e pipalva, csak ezutan merjink

shutdown gomb (a szoftverben fent jobbra! ), tilos a gépet magdt kinyomni a fekete gombbal!
ez még min. 5 perc, kdzben kitoltjik a papirt, aztan kiontjik a waste-et és kész vagyunk.

(Azért kell menteni, mert csak ezért bekapcsolni és kikapcsolni fél éra, ami nem ugorhatd!)

Kompenzalas: Control > Substraction vagy PMT tab-ban alul: Apply settings on Replay pipa, minden
hisztogrammon jobb klikk és subtr. > megnyitja a komp. ablakot, minden negativnak tartott értéket 1000
ala allitunk.

Vigydzat: ha nyitok Uj FCS fdjlt, onnan veszi majd az Uj értékeket! Tehat ha azt akarom, hogy a jelenlegi
bedllitasokat ldassam egy Ujonnan megnyitott adatsorban, akkor azokat Load data only-val kell
megnyitnom!

Az adatok automatikusan ujrairédnak, ha véltoztatok a subst. értéken. Legyen kipipdlva a Gain tab-ban az
Apply settings on replay!

Gépkonyvbdl kiirva a tovabbiak:

Control panel:

ha az 6blités tobb, mint 4-re van dllitva, a Rinse operation is elindul
130ul-b6l csak 70-et mér le

Evt rate: -20 és +10% kozt j6, az aktudlisevent rate és az elsé 30 sec eltérése

Full FIFO: hogy ne veszitsink event-et, dllitsunk be threshold-ot!
Control panel > Service

Amit fentebb leirtam mar, mosasok, amik akar a hibat is megoldhatjak.
Control panel > PMT

Fényes mintdnal 200V elég lehet, gyengénél akdr 600V is kell, de ha a noise/zaj felmegy 0.5 f6lé, akkor allitsuk lejjebb
és inkdbb a gain-t noveljlk a scatternél.

Fluor. mintanal alt. 350-750V kell.

Ha a PMT zaj 1 félé megy mikor 1 um-es dolgot néziink gain 1 mellett, akkor Flow cell soak kell, mert koszos a
rendszer. Tartsuk a PMT voltage-ot 1 alatt, hogy a PMT noise 1 alatt legyen.

Itt van alul a kompenzacid: Edit substr. v.
Control panel > Gain

A log skaldhoz a fenti View mentibél kell kivalasztani a Log gain opcidt,
ekkor ha az elsé 1-2 dekadban nnics mérhet6 jel, lejjebb lehet vinni a PMT voltage-t. (vagy elrejted azt a terlletet
alul a Hide-dal)

Utdlag is be lehet dllitani, ekkor bet6ltdd az adatokat, Apply settings on replay (alul kipipal), beallitgatjuk és
nyomunk egy Replay-t a Toolbar-on v. Control meniben) Ekkor az adatsor nem valtozik meg. Ennél a nyers adatok
vannak elmentve csak. Kiilon Save-et kell nyomni, ha menteni akarjuk a beallitast.



Save data with gain and substr. elvileg mar ezzel felllirva menti el a mérést.

Ha nem akarjuk médositani az értékeket, akkor ne legyen kipipalva az A.s. on replay, viszont legyen az A. s. to stored
data!

Control panel > Tresholds and lasers
Vagy a piros szaggatott vonalat huzom a hisztogrammon vagy beirom az adatokat a négyzetekbe.
Itt tudom bekapcsolni a 635-6s lézert, ha kell és hasznalat —utan ki.

AND és OR : egy vagy minden kiiszobérték feletti kell legyen a jelem. Ha nem akarom latni a térmeléket a bal als6
sarokban az elsé 488/MALS-on, akkor AND.

AND-nél a nagy zaj bezavarhat. Ajdnlds: scatter 500 felett, fluo 200 felett!

Be lehet éllitani fels6 kiiszobot is a 65535 helyett. Ez mindig AND.

File menii

Load settings: a gyakran hasznalt templat fajlokat érdemes a C>Program files>Protocols-ba menteni, ezek
megjelennek a load-nal (az Ujonnan készitett csak restart utan). ( vagy sample data egyes gépeknél)

A kordbbi fajlt megnyithatjuk Open datafile-lal vagy ha nem akarjuk, h véletlenll megvaltoztassuk a jelenlegi
bedllitasokat, akkor Load Data only-val. Ekkor behozza azokat az adatokat, de a jelenlegi kliszob, erésités, egyéb
paraméterek megtartasaval. (Uj adatokkal feltlirhatjuk)

Apply protocol: ez a jelenlegi adatokat tartja meg és a beallitasokat hivjuk be hozza egy mentett fajlbol.
(Médosithatjuk, ha akarjuk.)

Saving a data file: menthetem az adatokat vagy a mentés ikonra kattintok

Close : bezar

Summary info: adhatok nevet a kisérlethez és leirast vagy ikont is hasznalhatok.
Page setup: mit lassunk ha kinyomtatjuk
current file excel export: ...

Batch Excel export: Add- del kivalsasztok tobb data fajlt, egybdl ROI-t, ami az 6sszesre fog vonatkozni, aztan export.

Edit menii
Clear datagram: t6rli az adatokat az aktiv (egy) hisztogrambdl, replay-el visszadllithatd.
Clear buffer_t ne nyomjuk meg, mert nem visszaallithat6 az adat!

Refresh szintén mindent térél az addigi adatokbdl. ez az X ikon amugy. A memdriapufferbél is. Ezt akkor
haszndlhatjuk, ha még a bedllitdsokndl tartunk és az addigi adat nem kell.

Az auto refresh-ben be tudjuk allitani, hogy mennyi event-rél vegyen adatot, aztan alljon meg. Ekkor ha megfelel,
megtartjuk, ha nem, akkor kitoroéljik az addigi mérést és ujramérjik.

Datagram: ugyanaz, mintha duplan kattintanék a hisztogramon vagy jobb klikk, edit datagram
Itt tudok beallitani dolgokat a hisztogramon... Histogram setup > data, >format>, skala lin>log pl.

pl. a ROI-t ,ami a regions of interest, masnéven Gate. Meg tudok adni a NOT kipipalasaval olyat is, hogy mit NEM
szeretnék gate-elni.

Format : tovabbi megjelenési bedllitdsok: felbontas, x,y tengelyek lin vagy log



References : jobb klikk a hisztogramon és mentés, mint reference, betoltém a 2. adatsort, amit ezzel 6ssze akarok
hasonlitani: load data only-val a f4jl meniiben (az el6z8 cucc latszik a masodik adataival), ezt is mentem, mint ref.

Gating: gating

Scaling: a fentebb emlitett skaldzas ujra

ROI > General, Stats, Ratio (Ez a Gate.) Ezt a hisztogram teriiletére jobb egér gombbal hozhatom el&: Uj gate
Ez a region of interest, azaz a gate-elt adatok szine, adatai, 6sszehasonlitasa

Copy datagram to clipboard: itt tudom kimenteni, ha pl. excelbe be akarom vagni
View meni  mit lassunk...

Control menii

Replay : Gjrainditja a mérést ha pl. valtoztattunk a gate-en és igy csak az (j adatok fognak latszédni
Run: elvileg nem sziikséges, mert ha a sample arm pozicidban van, elindul magétdl is

Stop

Flush: 6bliti a sample tube-ot, de elvileg ezt se hasznaljuk, mert auto 6blit, ha a flush pozicidban all a tdi
Substraction: kompenzalas... a Control tab-on belil a PMT-nél is elérheté. 41.0

Gain: lasd fent, Control panel > Gain

Setup meni
Time per channel: ? idébeli valtozas a fluoreszcencidban mérhet6 vele?

Autocycle: ha be akarjuk kapcsolni, kipipaljuk az ON-t, id6t vagy eventet is be tudunk neki allitani, ez pl. plate-nél is
hasznos, ha automatikusan akarjuk vele méretni a lyukakat

Data setup: meg tudjuk adni a data buffer size-ot, azaz hogy mennyi event utan alljon le. Ha auto refresh be van
allitva, akkor torli, amit addig mért, ezt nem hasznéljuk, szerelének érdekes. Ha lejar, megtarthatjuk az adatokat v
Ujraindithatjuk.

Auto save: kipipalni érdemes és megadni, hova mentsen. Mi nem mondunk ilyet neki, nem hasznéliuk ezt a funkciot!
Menti az adatot és a beallitast, ha a queue is ki van pipalva, akkor a beirt névvel menti a mintat miutan lemérte.
1000 f4jl utan a legrégebbieket elkezdi felilirni, ezért rendszeresen el kell menteni a méréseket sajat taroldra.

Set default folder: megvaltoztathatom, hova mentsen

Apply settingson Replay: az aktudlis méréshez tartozé beallitdasok megmaradnak, ha Replay-t nyomunk. ? Ha
véltoztatjuk a beallitdsokat, nem valtoznak az adatok.

Apply settings to Data buffer: az el6z6nek aktivnak kell lenni hozza, nem szoktak hasznalni, mert ez hozzérendeli a
bedllitasokat is az adathoz, inkabb a nyers adatot szoktak tarolni és csak ,,on replay” hozzaadni a settings and gain-t

Ha apply settings on replay akkor allithatom utdlag a dolgokat, ha a.s. to stored data, akkor nem.

Window menii: értelemszeri.-






