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[. Inicio del instrumento.

1. Encienda la UPS y el citémetro del boton verde localizado en la parte superior derecha.

2. Al encender el citometro debera de observar en el panel de control de fluidos que se encuentra en el
modo de STNDBY y en la velocidad de LOW.

Panel de control de fluidos

SAMPLE
FINE ADJ

e ©c o

Botones de control Botones de modos de fluidos
de velocidad de fluido

de la muestra

3. Permita la estabilizacion del sistema 6ptico al menos de 30 minutos (Evitar la estabilizacién puede
afectar la adquisicion de la muestra).

4. Cada vez que use el citometro cheque los niveles de fluidos del tanque del BD FACSFlow™ (fluido
envolvente) y del tanque de desechos.

5. Para ello localice primero el tanque del BD FACSFlow'™, el cual se encuentra fuera del citémetro y se
localiza en el piso. Relacidnese con sus componentes como se muestra en la figura

; Llave de presion del tanque

Asadelatae Linea de aire (verde)

Asa deltanque
Vaélvula de seguridad

Linea del fluido envolvente
(azul) para el citometro

Filtro
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e Este tanque es de 8L de capacidad, cuando se presuriza el fluido envolvente se filtra a través de
la linea por un filtro el cual evita que pequefias particulas entren a la linea de fluido pudiendo
obstaculizar la celda de flujo.

NOTA: El tanque no se llena a su maxima capacidad sino so6lo % partes (Aprox 6L) debido a que el
instrumento funciona por presion de tipo positiva, si este se llena por completo se produce presién
erratica que no es adecuada para el sistema.

Para preparar el contenedor:

5.1. Verifique que el citbmetro siempre se encuentre en el modo de stand by en el panel de control de
fluidos, presione el boton en caso de que sea necesario. Movilice el contenedor sosteniéndolo por su asa.

5.2. Desconecte la linea del aire (linea verde) del tanque del BD FACSFlow™.
5.3. Libere la presién del tanque de la valvula de seguridad.

5.4. Abra la tapa del contenedor desenroscando la llave de presion del tanque, si es necesario empuje
hacia abajo y ladéela.

5.5. Adicione 6L del BD FACSFlow™ al contenedor.

5.6. Coloque de nuevo la tapa del tanque ladeandola y girando la llave de presién del contenedor
ajustando fuertemente, asegurese que el asa de metal de la tapa queda a la mitad de esta. Si la tapa no
esta bien cerrada el tanque no presurizara adecuadamente. Verifigue que la linea azul del fluido
envolvente no esta enrollada, si es asi puede desconectar la linea y desenrollarla.

6. Para preparar el tanque de desechos al igual que el tanque del fluido envolvente se encuentra fuera
del citdbmetro y se localiza también en el piso. Relaciénese con sus componentes como se muestra en la
figura.

Linea de desechos (linea naranja)
del citémetro

Filtro de salida de aire
del tanque de desechos

Linea del sensor de nivel de volumen
del tanque

~—WASTE_|
DECHETS |

Abrazadera del tanque
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e Este tanque es de 10L de capacidad, cuando el tanque se llena suena una alarma.

PRECAUCION: Para evitar derrames biologicos asegurese que el citbmetro se encuentra en el modo
de standby antes de desconectar el tanque de desechos, los liquidos contenidos en el mismo deben
ser inactivados con cloro al 10% del total de su volumen. Para el cambio del tanque es necesario
contar con la vestimenta de laboratorio apropiada, guantes, cubrebocas y gogles o bien mascarilla de
proteccion.

6.1 Desconectar la linea naranja del contenedor de desechos y la linea negra del sensor de nivel de
volumen del contenedor. Mantener la tapa del contenedor cerrada hasta estar listo a su desecho. Su
manipulacion se realizara con las precauciones apropiadas y de acuerdo a las normas establecidas
para cada laboratorio y las legislaciones locales establecidas en cada region.

6.2. Destapar el contenedor y vaciar su contenido

PRECAUCION: El contenedor es muy pesado cuando se llena, evitar cargarlo una séla persona, sin
ayuda.

6.3. Al tanque vacio adicionarle aproximadamente 1L de cloro comercial concentrado (10X) y taparlo. Al
inactivarse esta solucion quedara 1X.

6.4. Reconectar la linea naranja de desechos y la linea negra del sensor del nivel de volumen del tanque,
asegurese que no estén enrolladas ambas lineas, si es asi desenrollelas y posteriormente conecte.

6.5. Cheque que el filtro de salida del aire no esté obstaculizado ni hUmedo, si es asi cambielo, ya que
esto puede provocar vacio en el contenedor por lo que la linea de desecho se llene regrese este
contenido a la celda de flujo contaminandola.

7. Una vez que ambos tanques hayan sido preparados, en el tanque del BD FACSFlow™ reconecte la
linea del aire (linea verde) y deje que el tanque se presurice por alrededor de cinco minutos, para que la
presion se estabilice dentro del mismo.

8. Una vez que la presion se estabilice es necesario eliminar burbujas de aire de la linea del fluido
envolvente, estas burbujas pueden ocasionar que la adquisicién de datos en el citbmetro no sea la
adecuada. Para este paso es necesario familiarizarse con la linea del fluido envolvente (linea azul) que
contiene el filtro en la figura se muestran sus componentes.
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Filtro de linea del BD FACSFlow ™ (Linea azul)

Linea del BD FACSFlow
(llave de purga no visible)

Conector de purga
Zona blanca

Linea de purga Conectorde la

linea de purga

8.1. Si las burbujas de aire son visibles, gentilmente golpear el filtro con la mano para forzar a que estas
vayan hacia arriba del filtro. Presionar el conector de la linea del filtro en la parte blanca con un recipiente
hasta que el liquido fluya a través de él, tratando de que las burbujas de aire del filtro sean eliminadas.

Zona blanca Conector

8.2 Checar que la linea del fluido envolvente (azul) no tenga burbujas de aire.

8.3 En caso de persistir las burbujas, abrir la llave del filtro para movilizar liquido desde el tanque en un
contenedor hasta que las burbujas no sean visibles. Dejar de presionar la llave.

9. Las burbujas pueden persistir en la celda de flujo por lo que es necesario purgarla, esto se hace a
través del panel de control de fluidos de la siguiente forma. Relaciénese con la figura para la siguiente
serie de instrucciones.

Puerto de aspiracion de la muestra (SIP)

Funda

Tubo de adquisicion
de la muestra (SIT)

Brazo que soporta el tubo
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9.1. Para eliminar las burbujas asegurese que en el SIP se encuentre instalado un tubo falcon de 12 x 75
mm con 1 mL de agua desionizada y en el panel de control de fluidos se encuentre en STNDBY y en la
velocidad de flujo HIGH.

9.2. Presione al menos 5 veces PRIME del panel del control de fluidos, esta instruccion elimina las
burbujas en la celda de flujo ya que el sistema adiciona aire vaciando la celda y volviéndola a llenar,
cada vez que se dé la instruccién en el instrumento en automatico regresa al modo de fluido STNDBY.

10. El instrumento esta listo para usarse. Todo este proceso es manual y en la computadora no hay
aviso por parte del software si los tanques estan llenos o vacios por lo que hay que estar siempre
pendiente de los niveles y asegurarse de realizar todos estos pasos para evitar que en el instrumento se
acabe el fluido envolvente y se pare la adquisicion por ello. Recuerde que el tanque de desechos
contiene un sensor de alerta que sonara cuando esté lleno.

11. Encender la computadora y se presentara un cuadro de dialogo en cuya entrada en administrador
escribir la clave con mayusculas ADMIN#1.

12. Dar doble click con el raton en el icono del escritorio para encender el OPSL UV laser control
software, en las figuras se muestra como se observa el software cuando el laser esta apagado y
encendido.

CopsL3.2
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Power (mW) 0.00 Power (mW) 19.73
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Laser apagado Laser encendido
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13. Iniciar el BD FACSDiva software dando doble click en el icono

14. Se abrird un cuadro de dialogo donde debera colocar en administrador su clave en caso de no tener
dar ok.
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7. &BD -
: & —=
User Name: ¥ [Administrator =]

Password: % |

15. Permita al citbmetro conectarse.

Cytometer Connecting...

[TE Acquisition Dashboard

Acquisition Dashboard is not available, .. cytometer is not connected,

@ o:oo:40 | O Connecting...

16. Una vez conectado el instrumento el escritorio se observara de esta manera

Cytometer - LSRFortessa (1) m

17. El instrumento esté listo para su uso.
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II. CONTROL DE CALIDAD DEL INSTRUMENTO

a.CST

1. Proceder a realizar el ajuste del instrumento (Para seleccionar baseline y una nueva configuracion se
debe estar en la modalidad de administrador, ya que en la forma de operador sélo esta activa el ajuste
de Check Performance) con las perlas CS&T. Checar la versiéon del BD FACSDiva software ya que de
ello dependerd que Ilotes de perlas habra que bajar de la red de la péagina
http://bdbiosciences.com/csandt. La version 6.0 utilizan las perlas del vial naranja y la version 7.0 y 8.0
utilizan las perlas del vial azul, checar en el costado del vial el lote del mismo. Ver la figura a
continuacion, como ejemplo se colocan un par de viales naranja; de igual manera se localizan para el vial
azul.

Fecha de caducidad
Lote de perlas

En el costado del vial se observa arriba la fecha de caducidad de las perlas y abajo se localiza el lote de
las perlas.

2. Al acceder a la pagina del lado derecho en CS&T Bead Lot Files marcado en rojo, dar click con el
raton

& BD i = BD Biosciences o

. NSTRUMENTS REAGENTS CELL CULTURE APPLICATIONS SUPPORT
DOWNLOADS Overview
B BROWSE PRODUCTS
BD™ Cytometer Setup and Tracking Bead Lot Files (BD FACSDiva™ v6.x) Key Resources

Each lot of BD™ Cytometer Setup & Tracking beads (CS&T beads) has an associated bead lot file that needs to be
downloaded from this website and then imported into BD FACSDiva™ software v6.x

Download Instructions

To download and install the appropriate bead lot file, please follow these instructions. (You may wish to print them )

1. Onthe BD FACSDiva Support page, go to the section for the version of BD FACSDiva software that you are using

2. Click the link that matches the bead lot number on your vial of CS&T beads. This will begin the download process,

Related Links

BD FACS

3. If you are downloading directly to the cytometer workstation, save the zipped bead lot file to C:\Program Files\BD FACSDiva
Software\CST\Bead Lot

Otherwise, download the bead lot file to any location and manually transfer it via network, flash drive, or other method to
C:\Program Files\BD FACSDiva Software\CST\Bead Lot.

4. After saving the bead lot file in the proper folder, unzip it and start BD FACSDiva software on the cytometer workstation Sign Up for Email Updates
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3. Dar click en la pestafia de Bead Lot Files (cuadro rojo)

BD FACSDIVA™ SOFTWARE Overview Features Sample Data Resources & Tools

Resources Bead Lot Files Key Resources

Application Notes Technical Bulletins Training Webinars

Product Information Sheets

4. Escoger los archivos de Bead Lot Files correspondiente, si son de la version 7.0 u 8.0 se presentan los
lotes arriba y si son de la versidn 6.0 se presentan los lotes abajo. (Dar click en caso de requerir méas
informacion en Installation Instructions de cémo instalar los Bead Lot Files).

Resources Bead Lot Files

[BD FACSDiva™ CS&T Bead Lot Files (for BD FACSDiva Version 7 or later) ]

[BL)"" Cytometer Setup and Tracking (CS&T) Bead Lot Files (for BD FACSDiva Version 6) ]

5. Dar click en el Bead Lot Files correspondiente. Este archivo esta creado por un nimero de parte
seguido de un guion bajo y a continuacion por el lote de sus perlas.

Por ejemplo: Dar click en el 910858 98796. Se abrira un cuadro de didlogo en el cual dar click en Open.
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Resources Bead Lot Files
BD FACSDiva™ CS&T Bead Lot Files (for BD FACSDiva Version 7 or later
[Frn ) |
| |

Do you want to open or save this file?

i Name: 910858_98796.zip
1 Type: Compressed (zipped) Folder, 1.77KB
From: www.bdbiosciences.com

[T] Save ][ Cancel ]

y

[¥] Aways ask before opening this type of file

ham your computer. If you do not trust the source, do not open or

‘ o' While files from the Intemet can be useful, some files can potentially
¥/ save this file. What's the risk?

En Open se desplegara un nuevo cuadro dialogo donde tendra que direccionar donde guardara el Bead
Lot Files, de preferencia en una USB o un CD que se use de forma exclusivo para el citbmetro de flujo.
Dar en el archivo Ctrl + C y posteriormente Ctrl + V para guardarlo.

[[4) « ContentIES » P920V63L » 910858_98796[1] v [ %4 | [ Search 910

File Edit View Tools Help

Organize ¥ Extract all files 8= - ) @

Name Type Compressed size

.{ Favorites
Bl Desktop |1 910858_98796.bls BLS File 2KB

# Downloads

= Recent Places

m

9 Libraries
<] Documents
&' Music
&=/ Pictures

B Videos

1% My Computer MXL023805 10111914
§® Local Disk (C:)
L2 IT ShareS (\\w2kfps02mx) (L:) S| < m o

d 1 item

6. Cargar el Bead Lot Files dependiendo de la version del software y guardarlo en la direccién que
corresponda.

6.1. Si se estad cargando archivos de la versién 6.0 o 7.0, ambos software corren en la plataforma
Windows® XP. Para guardar los archivos en la Workstation seguir la localizacion: C:\Program Files\BD
FACSDiva Software\CST\Bead Lot.

6.2. Si se esta cargando archivos de la version 8.0, este software corre en la plataforma Windows ®7.
Para guardar los archivos en la Workstation seguir la localizacion: D:\BD\FACSDiva\CST\Bead Lot.
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7. Para cargar estos lotes de perlas en el médulo de CS&T realizar estos pasos:

7.1. En el BD FACSDiva SW dar click en el menu desplegable Cytometer>CST

File Edit View Experiment Populations Worksheit Cytometer Carusel HTS Help

B RAEEFEEE LY

Temporalmente el

7.2. BD FACSDiva SW

BD FACSDiva Software is in C5T mode, not accepting user input.

se desconecta

y entra al médulo del
CST y el espacio de trabajo se ve de la siguiente manera:

“. Cytometer Setup and Tracking El@‘gl

Ele Cytometer Tools
L Setup |Reports | Performance Tracking

System Summary:

Requires Attention!

r

etup Control - Research Use
Load a carousel with the bead tubes and click Run button to
start setup.

Characterize: | Check Performance v
Cytometer Configuration 2-laser, 6-color (4-2) (BD default)
Lot ID: 68341 (8
[[JLoad Tube Manually
- Cytometer Baseline: No Cytometer Baseline is available for current configuration and bead lot.
Cytometer Configuration: 2-laser, 6-color (4-2) (BD default)
Cytometer Performance: No Cytometer Performance is available for current configuration and bead lot. b Select Configuration
Setup Beads
Lot ID: 68341 b
Product CST Setup Beads
Part 8 683391
Expiration Date:  10-10-2007

Parameter
Shutdown Sokution
Cleaning Solution
Vacuum

Float Switch

Duwenn

I

Value

12888

7.3. En el menu desplegable del modulo dar click en Tools y sefialar con el ratén el submenu Bead Lots.

10
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Tools |
Bead Lots... ]
Preferences...

Specifications...

Performance Tracking Preferences...

7.4. Aparecera un cuadro de dialogo donde dar click en Import y seguir la direccién para importar los
Bead Lots Files dependiendo de la versién del software como se establecio en el paso 23. Los archivos
del lote de perlas se cargaran, al terminar dar OK.

Setup Beads |Beads Info
Lot IDs

658341 Bead Product:
jopopoo |
SO CST Setup Beads

Part #:

|

Lot ID:

00000
Expiration Date:

10-13-2007 v

No information is available for this bead lot.
Please contact BD support.

[ New ] [ Delete ]

[Pt ) [ expot W[ 1mport ] § ok ) [ concel |

8. Si es la primera vez que se carga estos Bead Lots Files, checar la configuracién del citbmetro y
seleccionar la configuracién (Previamente hacer la configuracion requerida) y correr Baseline (Linea
Base).

NOTA: Esta Linea base se corre cada 6 meses, cada vez que se realiza un cambio en la configuracion
del instrumento, cuando se cambia de lote de perlas porque se acaben o que caduquen o bien cada vez
gue el servicio de ingenieria realiza un ajuste en el citbmetro.

Para correr la linea base se requiere:

8.1. En el escritorio del médulo del CST del lado derecho dar click en el cuadro en azul para seleccionar
la configuracion que se requiere realizar la linea base, posteriormente dar click en el espacio sefialado
en rojo en Setup Beads y seleccionar el numero de lote del Bead Lot Files correspondiente, checar que
en el modulo se tenga sefialado Load Tube Manually, en el caso de contar con el aditamento de placa
dar click en el tipo de placa donde se preparé las perlas. En Characterize seleccionar Define Baseline.

11
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Asegurese que en el panel de control de fluidos se encuentre en la velodidad de LOW (No olvide colocar
el botdn de ajuste fino de la velocidad del flujo en 5 vueltas en sentido de las manecillas del reloj, para
tener dicha velocidad)

Setup Control - Research Use Only 2

Load a carousel with the bead tubes and click Run button to
start setup.

Characterize: |Define Baseline .

—/K[:] Load Tube Mmm@l

—Glate Type: )

Cytometer Configuration: 2-laser, 6-color (4-2) (BD default)

—([ G Select Configuration D

Setup Beads
—(L-:'t (o} 68341 V)
Product CST Setup Beads
Part # 683391

Expiration Date:  10-10-2007

8.2. Preparar al momento las perlas CS&T para ello colocar en un tubo falcon 750 pyL de BD FACSFlow
de preferencia frio para conservar las fluorescencias, agitar el vial en vortex y adicionar 3 gotas en el
tubo por caida libre. Si se usa placa adicionar 150 pL y una gota de CST a los pozos desde Al hasta A4.
Agitar e instalar el tubo de las perlas en el SIP o la placa en el instrumento. Correr a través del panel de
control de fluidos pasando del modo STNDBY a RUN de la muestra y colocar en la velocidad de flujo de
LOW.

8.3. En éste momento las perlas estan pasando ya en el SIP del instrumento, dar click también en el
modulo de CST en RUN como se muestra en el recuadro en amarillo. Este procedimiento tarda alrededor
de 20 min.

Setup Control - Research Use Only

Load a carousel with the bead tubes and cick Run button to
start setup,

haracterize: Define Baselne n,

L le L

"1 [CJtoad Tube Mwualy,
-Q‘y‘w Type: )

8.4 Durante esta fase el citdmetro ajusta los laser, identifica las perlas, las cuales son de 2 tamafios (2 y
3 um) y tiene 3 intensidades de fluorescencia, ya que las perlas estan revestidas de los fluorocromos que
estos lasers excitan (Dim, Medium y Bright). Las perlas se ven de esta forma en el médulo.

12
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Running Cytometer Baseline... o

Event Rate: o

Blue Laser Red Laser

260
S

200

+ "
10 .
.':f
< 2 < 10
e =) .
3 e i
E . R
. g
2 T
S A Sy .. T
i 50 100 150 200 250 100 1! 102 103 it 103
FSC4 APC-LyT-A

Se colectan 42 determinaciones en donde se obtiene el voltaje éptimo de cada uno de estos detectores y
se obtienen los valores blancos a los cuales debe llegar el instrumento. Una vez que el instrumento
termine la linea base, desinstalar el tubo y colocar en el panel de control en el modo de fluido STNDBY.
Revisar el reporte. Si el instrumento realizd todos estos pasos adecuadamente en System Summary
aparecera Cytometer Baseline con una tilde en verde y la fecha con la hora en la que se realizé la misma.
Si algin pardmetro debe revisarse lo marca en amarillo con un signo de admiracion donde se pide
atencién y finalmente si algin pardmetro no esta dentro de los limites establecidos, lo marca con una
cruz en rojo.

Setup |Reparts | Performance Tracking

System Summary:

Requires Attentond

( Cyvbometer Configurabion;

2-laser, 6-color (4-2) (BD default))

Lat1D:

Tt &9 Cytometer Bassline:

63341

April 04, 2007 07:14 PM

4] Cytometer Performance: April 04, 2007 07:18 PM
Cytometer Performance is expired. We recommend to re-run the Cytometer Performance.,

& Cytometer Performance Results:  Passed

9. En el reporte revisar los valores de CV de las perlas brillosas los cuales no deben ser mayor a 6.0%
de los canales primario, es decir, del detector mas alejado al cual llega la sefial de fluorescencia durante
la seleccién de la longitud de onda por los filtros, por ejemplo para el laser azul BB515, para el rojo APC,
para el violeta BV421, etc; asi también los APMT no mayor a 50 Volts. El reporte consta de 10 hojas.

10. Esta linea base se ira monitoreando a través del ajuste diario denominado Check Performance que
tiene una duracién de 24h. Si se hizo primero baseline en el caso del uso del tubo, este mismo sirve para
realizar este proceso, en caso de no haber realizado baseline preparar al momento las perlas CS&T;
para ello colocar en un tubo falcon 350 uL de BD FACSFlow de preferencia frio para conservar las
fluorescencias, agitar el vial en vortex y adicionar 1 gota en el tubo por caida libre. Si se usa placa
adicionar 150 pL y una gota de CST al pozo Al. Agitar e instalar el tubo de las perlas en el SIP o la placa

13
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en el instrumento. Correr a través del panel de control de fluidos pasando del modo STNDBY a RUN de
la muestra y colocar en la velocidad de flujo de LOW.

10.1. En éste momento las perlas estan pasando ya en el SIP del instrumento, dar click también en el
moédulo de CST en RUN como se muestra en el recuadro en amarillo. Este procedimiento tarda alrededor
de 5-7 min.

Setup Control - Research Use Only 2|
Load a carousel with the bead tubes and click Run button to
start setup.

Characterize: |Check Performance v

|0:0 Run J (N

10.2. Durante esta fase el citbmetro monitorea el ajuste de los laser, identifica las perlas, las cuales son
de 2 tamafios (2 y 3 um) y tiene 3 intensidades de fluorescencia, ya que las perlas estan revestidas de
los fluorocromos que estos lasers excitan (Dim, Medium y Bright). Las perlas se ven de esta forma en el
maodulo.

CheCkirg Cytometer Perilormance..

Ewerk Rske: 2000

Elue Laser Red Laser
g ]
b
. a
= o o
B "
=] -
e o -
3 . -1
# & s
o o "Ij;' "
g o gy
; s
¥ .
& o
Sﬂ £ 100 15 i 280 006“ ot 1oF 03 ot 105
ST, AFTCAT A

10.3. Durante este ajuste se colectan los datos de al menos 20 determinaciones en donde se monitorea
los valores blancos de la baseline y que tanto se ha movido con respecto al Check Performance.

10.4. Una vez que el instrumento termine el Check Performance, desinstalar el tubo y colocar en el panel
de control en el modo de fluido STNDBY. Revisar el reporte. Si el instrumento realiz6 todos estos pasos
adecuadamente en System Summary aparecerd debajo de Cytometer Baseline, Cytometer
Performance con una tilde en verde y la fecha con la hora en la que se realizé la misma y por debajo de
estas Cytometer Performance Results: Passed, un ejemplo se encierra con un recuadro en verde a
continuacion. Si algun parametro debe revisarse lo marca en amarillo con un signo de admiracién donde
se pide atencion y finalmente si algin parametro no esta dentro de los limites establecidos, lo marca con
una cruz en rojo.
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S5etup |Reports | Performance Tracking

System Summary: 0K

Cytometer Configuration: 2-laser, f-color (4-2) (BD default)
Lot 1D: 63341
ﬂ Cytometer Baseline: January 31, 2007 11:20 PM
,-‘_’J Cytormeter Performance: January 31, 2007 11:30 PM
& Cptometer Performance Results:  Passed

11. En el reporte revisar los valores de CV de las perlas brillosas los cuales no deben ser mayor a 6.0%
de los canales primario, es decir, del detector mas alejado al cual llega la sefal de fluorescencia durante
la seleccion de la longitud de onda por los filtros, por ejemplo para el laser azul BB515, para el rojo APC,
para el violeta BV421, etc; asi también los APMT no mayor a 50 Volts. El reporte consta de 2 hojas.

12. Checar la pestafia de Reports para ver los reportes de la Baseline y de Check Performance y el
Performance Tracking checar los graficos de Levey-Jennings.

13. Cerrar el médulo de CST del menu desplegable File>Exit o simplemente del escritorio del lado
derecho en la esquina superior dar click con el ratén la marca con una cruz en rojo.

14. Al regresar al BD FACSDiva SW se presentara el recuadro que a continuacion se presenta

¥ CST Mismatch

A

| Detais>> || use CSTSettings | [ Keep Current Settings |

The settings from CST are different from those on the cytometer.
Do you want ko use the CST walues?

Don't show this message again for current login session,|
Remember my decision,

Si todos los ajustes de la configuracion a utilizar fueron las adecuadas dar click en Use CST Settings, en
caso de que estos no hayan sido los adecuados dar click en Keep Current Settings para que el
instrumento regrese a los ajustes realizados antes de haber corrido las CST.

NOTA: Las perlas CST no realizan la compensacion, por lo que es necesario realizar la matriz adecuada
para cada experimento. Un ejemplo se ilustra a continuacion.
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b. COMPENSACION

1. Para iniciar un experimento en el browser pararse en Administrator

2. Dar click primero en el icono de folder

(@) Browser |E
ricH«
P EE
il Name Date

@& CICLO CELULAR
-2 PRACTICA 16/12/2014
@2 Folder_001

-8 Shared View

i

LSRFortessa™

y darle nombre, colocandose con el ratén en el mismo,

segln su conveniencia, posteriormente dar click en el icono del experiment hi, cada experimento
contiene los Cytometer Settings y una global Worksheet como se muestra

Erowser - Experiment_005 =3 Inspector - Cytometer Settings (==
Ei.i E,i %\ r :£ @ |I:‘ v' Cytometer Settings
= . w Parameters |Thresho|d I Ratio I Compensatior||
Parameter Voltage
Name | Date . F5C 250 ElZEE] «
l_—j(@, Administrator . S5C 300 T [ [
F-E3) CICLO CELULAR - FITC 500 (2 |
-3 PRACTICA 16/12/2014 - i B0 F
H » PerCP-Cy5-5 500 (7 | ([
--[En Folder_001 . e EEm
-2 Folder_002 - APC 500 IV
=- Lk Experiment_005 29/12/14 10:20:... - APC-Cy7 500 FEIEIE] -
Cytometer Settings Add Delete |
@ Global Worksheets
é Shared View

3. En Cytometer Settings seleccione en la pestafia de Parameters los pardmetros que serdn necesarios
para su experimento, en la de Treshold el parametro que sera utilizado. La pestafia de Compensation

apareceré en ceros.

Por ejemplo escoger, FSC, SSC, FITC, PE, PerCP y APC y escoger como treshold FSC, cuyo valor por

default es 5000.

4. A continuacion dar click en el menu desplegable Experiment>Compensation setup>Create

compensation controls.
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#) BD FACSDiva Software - Evan R Jellison (03-01-12 LSRII-B 3B-2UV-6V-3R-5YG)
File Edit View J=:C0CHEN Populations Worksheet Cyl’nmeter HTS Hep

H @@ 3 Mew Folder Crrl+N

=B &l New Experiment... Ctri+E ~<| =cC - TSRII a3
5 rowser - - e - i
— 2 & MNew Specimen... Ctrl+M Lij = Cyto =L (
Worew Tub e+ “Status |
= Time Event

I . —ytometer Settngs
[Z5 New Global Worksheet. ..
4 New Plate... Chrl+Y

Close Experiment Terl+wW

Experiment Layout...

Compensation Setup

=--Li] Experiment_001

-~ Cytometer Settings

&= 8 Global worksheets
£ McCarthy

B35 Shared view

Create Compensation Controls...

3/8f12 1C

5. Se presentara el siguiente cuadro de dialogo en el cual debera incluir un tubo no tefiido y los 4 colores

en donde se realizara la compensacion automatica. A continuacion dar OK.
Create Compensation Controls

(@) Tubes Flate

Fluorophore Label
= FITC Generic ol
» PE Generic A
r PerCP Generic i
e APC Generic :
Delete Labels E Cancel

6. Se crea un espécimen donde se incluye los tubos necesarios para correr la compensacion y una
Normal Worksheet, con los gréaficos necesarios para visualizar la adquisicién de estos tubos. Asi también
se corren los controles en la velocidad de flujo médium a través del panel de control y la adquisicion para
a los 5000 eventos en la ventana del adquisition dashboard
Browser - Experiment_005 E
NV iYTE

FE B
[l ] Name Date
= Administrator
@ &3 CICLO CELULAR
@& PRACTICA 16/12/2014
@ &3 Folder_001
=& Folder_002
= LJJ Experiment_005 29/12/14 10:20:...
-39 Cytometer Setting

3% Cytometer Setting
U Unstained Control
U FITC Stained Cont
U PE Stained Contro
U PerCP Stained Cor
U APC Stained Contr

~-3& Shared View
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[E2] Mormal Worksheet - Unstained Control

Sheetl Unstained Control | FITC Stained Control | PE Stained Contral | PerCP Stained Control | APC Stained Commll

Unstained Control Unstained Control

a
~a 3
£y 5
= & 2
2
Lol PL €2
[ S o
o ==
ma_ O@_
2
& &
=

——— T T

50 100 150 200 280 10 10 10 10
FEC-A 1,000 FITC-A

Unstained Contral Unstained Caontral Unstained Contral

Count
102 30 40 50 60 70 80 90100
Count
1D 30 30 40 50 60 7D 80 90100

Count
10 20 3040 50 60 70 80 90100

10° 1n° llin 10® 10? 10 o 10® 10° 10 n* 10
FE-A FerCP-A APC-A

7. Instale el tubo con el control no tefiido y mueva el voltaje de FSC y SSC hasta ver el control no tefiido
y llévelo hasta la regién P1, mueva el voltaje de FITC, PE, PerCP y APC si es necesario hasta ver los
picos hacia la izquierda como se muestra en el recuadro en rojo. Una vez realizado estos ajustes dar
record en el adquisition dashboard y guardar la adquisicion del control no tefiido.

Normal Worksheet - Unstained Control

BAD S ALA,Ea @St niEHEMS ~\NE I3 3T o A% HEN
Shost | [y Unstaned Contrl | Padfic Blus Steined Cortrcl | BD ¥500 Stained Contrel | AlexaFhuor 433 Stained Cantrel | PerCP-Cy5 Stained Cantrol| LIVE/DEAD fixabls Blue Staed Contral | AFC Stained Cantrol | APC-¢Fluor780 Stained Control |

Unstained Control Ungtained Control

SSC-A x 1.000)

Count
) fulo s 2 @ 3

) 00 0
Pacific Blue-
0
Unstained Control - Unstzined Contral
Unstainad Control Unstaned Control =

0" 10 v

00 180 250 10% ? n* 10°
FSC-A 1.000)
&3 a3 = -
Ld 153 =
B o4 3 37
S -Ji} 5
== € as
3 3
8 = Qnl
5} o=
=3 a3
] - w0 0’ ¢ i 0° w’ w0t n*
=3 £ T—T e r & APC-A & b APC-gF Lor780-A
10° 10° o 1* 10° 0 0* 10®
EDV500-A AlexaFluor 483-A
o o o o o =
Unstained Conirol \Unstained Control
Unstained Control Unstained Control
E=
= e
E 3%
a &8
o
=5 ;) « i i 3 i) g
=t o 10° 10° 1c 0*
al PE-A PE-CyT-A
e, . T i, ‘zﬁmx—r N AN = o
PeICP-Cy5.5.A LIVE/DEAD fixable Blua-A
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8. En la region P1 seleccionarla con un click derecho y dar la instruccién Apply to all compensation
controls.

9. Adquirir el tubo de FITC, PE, PerCP y APC. Una vez terminada la adquisicion instalar un tubo de agua
desionizada y colocar en STNBY.

10. Ir al menu desplegable de Experiment y calcular la compensacién como se muestra a continuacion.

¥ BD FACSDiva Saftware - Evan R Jellison (03-01-12 LSRII-B 3B-2UV-6V-3R-5YG)
File Edit i Bopulations ‘Worksheet Cytometer HTS Help

Cerl+N
Ctri+E

& New Experiment...

MNew Specimen... Cerl+mM

<

| gt Status | Parameters | Thre
zam g > s —— R

o ) 4 & Parameter

[ZE New Global worksheet. ..
4 MNew Plate... Cerl+Y

W I ]

Close Experiment Cerl+wW

T Loy ot .

7SR AR

[T

Maodify Compensation Controls. ..

3f12412

Calculate Compensation...

4 Global Worksheets
Global Sheet1
=2 &\ Compensation Controls

11. Si todo es correcto el instrumento tardara unos minutos y desplegara el siguiente cuadro de dialogo y
por default dara el nombre de la compensacion con la fecha con afio/mes/dia/hora de realizacion de la
misma, coloque el nombre que sea pertinente para Ud. relacionando su experimento. Posteriormente dar
Link and Save para unirlo al experimento y guardarlo en el catadlogo o bien dar Apply Only si solo se
quiere que esta compensacion quede soélo para este experimento y sin guardarse en el catélogo.

¥ Single Stained Setup

Compensation calculation has completed successfully

Name: | J

([ Link & Save ] [ Apply Only ][) Cancel ]
L

12. En el Experiment aparecera en el icono de Cytomer Settings en el caso de haber aplicado Link and
Save una cadena amarilla, en la que se hara hincapié de que existe a estos ajustes del citbmetro una
compensacion.

e nmm weeeie A e o T

& 030612 titer 3/6/12 10:54:25 &AM
=Lk My Expt 3/12/12 11:42:45 AM
Cytometer Settings

Global Worksheets
i Global Sheet1
= & Compensation Controls

13. Una vez que se haya realizado la compensacion el instrumento estara listo para correr el
experimento deseado. Con los ajustes propios del citbmetro y una compensacion adecuada para el
mismo.
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VI. MANTENIMIENTO
Realizar el procedimiento de mantenimiento como se muestra en la tabla:
Frecuencia Procedimiento
Diario e Limpieza del SIP
e Apagar el instrumento

Exhaustivo (Al menos cada dos semanas, esto e Limpieza de todas las lineas incluida la
depende del uso del instrumento) celda de flujo.

a. LIMPIEZA DIARIA
Este tipo de limpieza previene de taponamiento del SIP y la celda de flujo.

1. Presionar en el panel de control de fluidos en RUN y en la velocidad HI. Instalar un tubo falcon de 12x
75mm con 3 mL de BD FACS™Clean y dejar el brazo abierto por 1 min (entrara en funcionamiento la
bomba peristéltica para limpiar la funda del SIP). Pasado este tiempo cerrar el brazo y correr el resto del
contenido del liquido por 5 min (esto limpiara por dentro el SIT).

2. Una vez terminado el ciclo anterior instalar un tubo falcon con 3 mL de BD FACS™ Rinse y repetir el
paso 1

3. Al terminar el ciclo con la solucién BD FACS™ Rinse, instalar un tubo falcon con 3 mL
de agua desionizada, repitiendo de nuevo el paso 1.

4. Dejar un tubo limpio con al menos 1 mL de agua desionizada en el SIP y colocar en STNDBY. Este
procedimiento puede realizarse cada vez que se termine un determinado experimento o dependiendo si
se est4 corriendo al menos cada 50 muestras.

NOTA: En caso de utilizar los colorantes que son muy adhesivos al SIP y a la celda de flujo, como son el

naranja de tiazole, bromuro de etidio, Hoeschst, DAPI, naranja de acridina o yoduro de propidio,
implementar un tubo de 3 mL con Etanol al 70%, como en el paso 1.

b. APAGADO DEL INSTRUMENTO.
1. Realizar la limpieza diaria del instrumento, como se describe en los pasos anteriores.

2. Dejar el tubo con al menos 1 mL de agua desionizada, cerrar el BD FACSDiva SW, dar shutdown de la
Workstation y apagar el instrumento del botdn verde colocado en la parte superior derecha.

3. Apagar la UPS.

c. LIMPIEZA EXHAUSTIVA.

Esta limpieza elimina debris y contaminantes de todas las lineas del citometro, desde el fluido envolvente
hasta la de desecho, asi como la celda de flujo. Realizar esta limpieza exhaustiva al menos cada dos
semanas 0 dependiendo la continuidad alta de muestras adquiridas en el mismo, este procedimiento
deberd al menos realizarse una vez a la semana.

Asegurese que se realice la conexidn directa de la linea del fluido envolvente sin el filtro.
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NOTA: El filtro se rompe por BD FACS™Clean y BD FACS™ Rinse, por lo que hay que quitarlo, si no se
hace este paso al colocar estas soluciones taparan la celda de flujo dafiandola irreversiblemente y esta
debera de ser reemplazada.

Linea del fluido
envolvente

Desconexién

rapida del filtro %»h

1. Una vez realizado este paso en el tanque del fluido envolvente reemplazar el BD FACSFlow™ y
enjuagar perfectamente el tanque con agua desionizada y posteriormente colocar por al menos 1L de
solucién de BD FACS™'Clean Vaciar el contenedor de desechos si es necesario.

2. Abrir la llave de purga de la linea y eliminar por al menos 5 segundos un volumen determinado en un
recipiente.

3. Dar dos PRIME a la celda de flujo para que la solucién de BD FACSFlow™ sea reemplazada por BD
FACS™Clean Cambiar el tubo instalado de agua desionizada por uno de 3mL de BD FACS ™ Clean.

4. Adquirir este tubo en RUN y HI por 30 minutos.

5. Pasado este tiempo colocar el citbmetro en STNDBY. Quitar la linea del aire y despresurizar el tanque
a través de la vélvula de seguridad.

6. Abrir el tanque y colocar la solucion restante en un recipiente y enjuagar perfectamente el BD
FACSClean del taque con agua desionizada.

7. Cambiar la solucién de BD FACS™Clean ahora por al menos 1L de BD FACS™ Rinse, asi como en el
SIP un tubo con 3mL de BD FACS™ Rinse. Repetir los pasos 2-6 con esta solucion.

8. Cambiar la solucién de BD FACS™ Rinse con al menos 1L de agua desionizada, asi como en el SIP
un tubo con 3 mL de agua desionizada. De nuevo repetir los pasos 2-6 con esta solucion.

9. Una vez terminado este proceso de 90 minutos y con el tanque despresurizado (Desconectar la linea
verde del are) volver a instalar el filtro en la linea del fluido envolvente (linea azul). Adicionar BD
FACSFlow™ como en el paso 5.1 del inicio del instrumento. Si este no va a ser utilizado apagarlo como
se explico en los pasos 2 y 3 del apagado del instrumento.

10. Desechar los liquidos resultantes de la limpieza exhaustiva del tanque de desechos.
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