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1. GUIA RAPIDA de MANEJO del FACSCanto Il
ADQUISICION DE MUESTRAS CON EL CARGADOR DE
PLACA (HTS)

Si es la primera vez que se va a usar el cargador de placa es
OBLIGATORIO pedir ayuda al personal del Servicio para
aprender a poner el acoplador y realizar el curso de HTS.

Se recuerda que NO TODAS LAS PLACAS de 96 pocillos son
compatibles con el cargador de placas del equipo. El Servicio
dispone de las placas compatibles con el equipo que puede
suministraros.

1.1. Consideraciones para la preparacion de la muestra

e Afnadir EDTA (ImM-5mM) u otros agentes que prevengan la
agregacion de células o que estas se adhieran al plastico.

e Afadir BSA 0.5% o FCS al buffer en el que se resuspenden las
células minimiza su adherencia.

e Se recomienda el uso de placas de polipropileno frente a las de
polietileno. Y preferentemente de la marca Falcon fondo en V
como las del Servicio.

e Modificar la velocidad a la que se resuspenden las células en
funcion de la resistencia de estas.

e La concentracion de las células en el pocillo incrementa la
posibilidad de sufrir atascos. Se recomienda una concentracion
de 1 millon de células/ml.

e ElI uso de anticuerpos monoclonales a concentraciones no
adecuadas incrementa la posibilidad de sufrir atascos.

e Mantener en frio las muestras hasta su adquisicion reduce su
actividad metabdlica y con ello la formacion de agregados.

e En caso de obstruccién se recomienda hacer un prime del
HTS (mend HTS) lavado con FACSClean, Agua,
FACSRinse, Agua.



1.2. Encender el equipo

» Encender el equipo: botén verde en el lateral izquierdo del aparato

» Encender el ordenador de adquisicién y entrar en windows
USER: Admin
PASSWORD: BDIS#1

» Se bloquea el escritorio aparece el siguiente mensaje en una pantalla
gris, se nos pide introducir nuestro usuario y contrasefa (solo podremos
registrarnos cuando seamos auténomos en el manejo del equipo)

Please enter your PPMS

Usemame Password

» Doble clic en el icono del software FACSDIiVA 8

» Aparece la ventana Log In del software:

=

User Mame o [eminisirsior =l

Peemiwrd 0 |

» Selecciona el nombre de usuario de tu laboratorio (User Name
corresponde al usuario y password propias del laboratorio y por tanto,
comun a todos los miembros del mismo), e introduce tu contrasefia.

» Fijarse en el margen inferior derecho de la pantalla donde aparece el
status bar:
e Tarda unos segundos en los que pone “connecting cytometer”,

una vez conectado aparece |© Connected
la barra inferior derecha de la pantala.

‘ en el status bar en




> Fijarse en los niveles de fluidos, en la parte inferior derecha de la

|

ventana Cytometer

El orden es FacsFlow, waste, shutdown
solution 1 y cleaning solution 2 . . . .
correspondiente.

, vaciad o sustituid el fluido

» Hacer un “Fluidics startup” ir en el menu de la barra superior del
software a cytometer => fluidics Startup, sale una ventana en la que te
advierte si el acoplador de placa no esta puesto (es necesario que estée
puesto el acoplador y que las compuertas estén cerradas para que
se haga el Fluidics startup en placa). Sale una segunda ventana en la
que te indica el tiempo que dura, 10 minutos: hacer clic en OK'y esperar
hasta que termine. En el status bar aparecera finalmente

} & 00:48:34 @ Connected © Fluidics Startup done

El citometro esta listo para ser utilizado

» Tras hacer el “Fluidics Startup” hay que comprobar que no haya aire en
los filtros (mirar carro de fluidos: parte frontal). Si se ve aire o si se tiene
la duda, con los guantes puestos coger papel absorbente, rodear el filtro
a purgar con bastante papel, aflojar el tapon de arriba y dejar salir todo el
aire. Cuando empiece a salir liquido volver a cerrar; el filtro de la derecha
es sheath el del medio clean (OJO TIENE LEJIA, este no se purga) y el
de la izquierda agua.

1.2. Abrir o crear un Experiment
» Selecciona tu carpeta de usuario o crea una si no la tienes.
» Pincha el icono “carpeta” de la barra de herramientas del browser antes

del experimento. Dentro apareceran los “experiments de referencia” con
los que trabajas mas habitualmente.

RECUERDA TENER COPIAS DE SEGURIDAD DE LA INFORMACION DEL
BROWSER

RECUERDA QUE NO SE PUEDEN TENER DATOS EN LOS EXPERIMENTOS
DEL BROWSER, ESTOS DEBEN SER EXPORTADOS Y ELIMINADOS DEL
BROWSER

NO SE PUEDEN TENER MAS DE 2 EXPERIMENTOS EN EL BROWSER

» Si no lo tienes importado, seleccidénalo de la carpeta Planillas y settings
del escritorio o Servidorcito e impoértalo. Es recomendable guardar los
experimentos fuera del browser e importarlos para evitar que se
corrompan. Si _los tienes en el browser no tomes la rutina de
duplicarlos y reutilizarlos




File >import >experiment

¥ BD FACSDiva Software - Administ rator?
Fil: Edt “Wiesw Esmperiment Populsdons  Weebshost  Oybometer HTS Hep

Lok in |[h Experimert v | g | |_|| =
B i) -color gating |

‘_‘;ﬁ (5 AuteComp
My Recent (5 Manual Camp
Docurnents _:! Expetiment_003.zip

?I-":a

Desktop

‘_j File name: | D\ BEDExport\Experiment | [ Imnport ]
My Dotuments | Files of bype: |Diru\:turi=s and Zip F... » | Cancal

» ABRIR el “experiment” directamente si lo tienes en el browser
haciendo doble clic, se mostrara el contenido: haz una copia si
quieres mantener el original y modificala o adaptalo a las muestras
que vas a pasar hoy, crea tubos, modifica las condiciones de
adquisicion, las planillas...

Todo aquello que modifigues de un experimento sera
automaticamente guardado cuando cierres el software o salgas de
tu sesion, SI QUIERES MANTENER EL ORIGINAL HAS DE
DUPLICAR EL EXPERIMENTO y CAMBIARLE EL NOMBRE O
EXPORTARLO, Y ENTONCES MODIFICAR EL EXPERIMENT.

Los Experiments aparecen en el browser con el icono de un libro, para
abrirlo hacer doble clic y el icono sera el de un libro abierto, para cerrarlo
volver a hacer doble clic y el icono sera el de un libro cerrado.
UNICAMENTE SE PUEDE TENER UN EXPERIMENTO ABIERTO A LA
VEZ

ﬁ_‘ﬂ g-color gating

_E/L.LJ é-color gating_001 10/30/06 3:36:...
- 3% Cytometer Settings
E Global Worksheets
B%‘ Lymphocytes
@ [ 3/16+56/45/4/19/8 103006 3:36:...
@ 316+56/45/4/19/8
&‘ Calibrite Beads



Una vez abierto el experimento de interés selecciona en el browser el tipo de
placa que vas a utilizar (fondo plano, U ¢ V). El volumen muerto dependera del
tipo de placa (ver tabla loading settings)

{’¥ Browser - 6-color gating_001

Se anadira al experimento el icono de una placa.
Hacer doble clic en la placa, se abrira una ventana como la que se muestra a
continuacion:

Plaic 96 Well U bottom

Tetup | Analysis |

Filker Setup Details Plate [nFormation

1 Spocimen bype |£. Acquistion arder E_JI Spociman sottings Throughput Mde () Hoh () Standard

| E! First wellin group |, 2| [#] Specimen number I3—| Well ssttings Plate Status: | CRAAGTRt A

HEY)
e List of specimens on the plate
I i =] [=] 1 ] L] 1o L i lL Setup Controls_tﬂl

ey ey &8 _-} 3Py [ o] Bl Compensation Controks
A s [ N A | | N 3 Specimen_001
EEEEC O OO0/C
4 s & @
3 3 3 3 3| — s = =
y [
p L
i 1 12 13 14 =
2 2 a 2 O o I i.'—_ | Loader Settings
17 18] 18] @0 @1 Sample Flow Rate (Lfsec
L L L : = — T i (uLfsec) L0
B L Sanple vulune (L) T 1=
7 5 R 77 R F R — | | 10 IZvIB
E i = i-"\.l N i R I’_ : ™ I/_\" | Ty I._ : Mizing Yalirne () | 100 :H.
! 1 ! ! ! ] ! ! ! y  Eeiuhecl] | -

- i - i Mixing Speed (pLsec =
IS ISlIIelIsl IeIIelIele o (=
e et | st | et | el [l |t | R et k[ l~._- Mumber of Mizes 2w

BlTallaitallailtatla ilalTa i laidballrar] | | B i e T
H O OO ONOSO|1O1OOO OO Wiash Wume (LL) [0 2T

> Con el ratén puedes seleccionar los pocillos que quieras y en la parte
superior izquierda el tipo de muestra que ird en esos pocillos

n 0
determinados (setup control ﬂ para ajustar voltajes; compensation
controls : para hacer la compensacion automatica en placa; y

specimen : las muestras propiamente dichas).
> Verificar en plate information que el throughput mode esta en modo
standard para poder ajustar los loading settings.

1.2.1 Ajustar los loading settings

> Ajustar los loading settings (ver figura adjunta) en funcion de las
células que quieras analizar, la concentracion a la que las tengas y la
velocidad a la que las puedas pasar: es importante minimizar el
arrastre entre muestra y muestra®, verificarlo antes de fijar
definitivamente las condiciones. Se ajustan solo los pocillos
seleccionados, verifica que son los correctos. Antes de proseguir
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selecciona todos los pocillos de la placa y asegurate de que todos los
pocillos tienen los mismos loading settings (si no es asi apareceran
con un recuadro rojo).

> Para ajustar los settings hay que tener en cuenta que hay un
volumen muerto de 20 ul del circuito y el de la placa por lo que el
sample volume debera tener esto en cuenta. El volumen muerto de la
placa dependera tanto del fondo de la placa como de marca de la
misma. Ver tabla 1.

FALCON COSTAR NUNC
Fondo V 10 10
Fondo U 10
Fondo 30 20 35

Plano

Tabla 1: Volumenes muertos de algunas placas

Figura LOADING SETTINGS

—

sample probe

IO S S
available vialume
total volume

.H“x /,:’_ ate-depandent dead voluma
R A P

wall

Table 1-3 Volume Type

Volume Typa Definition
Well volume Volume that well can hold filled to the brim
Total volume Volume pipetted into well minus aspirated excess volumea

Aspirated excess  Standard mode = 20 plL
volume

Available volume  Volume pipetted into well minus aspirated excess volume minus
dead volume

Minimum volume 50 pL. for both standard and high-throughput modes for 96-well
plates

Mixing volume Yolume one-half the available volume

NOTICE A mixing volume that is larger than the available volume
introduces air bubbles into the sample.




En general:

e Sample volume: en funciéon del niumero de células que quieras pasar y
la concentracion de las mismas. Siendo el maximo, en el modo standard,
de 200ul en p96 y de 80 ul en p384.

e Mixing speed: 180 ul no conviene subir mas.

¢ Mixing volume: la mitad del volumen que hay en la placa.

e Wash volumen: el necesario para que no haya arrastre (comprobar). En
general 400 acostumbra a ser suficiente pero depende de la cantidad de
células que se pasen y de la concentracion de las mismas.

*El riesgo de arrastre aumenta:

e Cuanto mayor es el volumen de muestra.

o Cuanto mayor es el volumen de mezcla.

e Cuanto mayor es la velocidad de mezcla.

o Cuanto menor es el volumen de lavado.

» Clic en la pestafia Parameters de la ventana Cytometer. Aqui se
eliminan los parametros que no se vayan a utilizar, seleccionando la fila
y pulsando el boton Delete. Te has de poner sobre un tubo para activar
completamente esta ventana.

VERIFICA QUE LOS SETTINGS SON LOS QUE TE INTERESAN EN
LA VENTANA DEL CYTOMETER PONIENDOTE ENCIMA DE LOS
CYTOMETER SETTINGS

Cytometer - LSRII 1)

Threshold Laser Compensation R.atio
Status Paramreters

Parameter wWaltage
» FSC 250
» SS5C 300
= FITC 285
= FE 255
* FerP-Cv5-5 SO0

O -

At 1R8] A RSN

- EPC 500
—

[ Add ] [ Delete ]

” Cytamzter Connected

» Al seleccionar la muestra o well, el inspector nos permite editar
diferentes parametros de ese tubo. Selecciona cada una de las pestafas
para ver las distintas opciones de la muestra en curso.

» Selecciona en el menu Experiment = Experiment Layout para
establecer los nombres o labels de cada parametro y los eventos que se
van a grabar de cada tubo en acquisition (existe la opcién de copiar y
pegar). También puedes anadir los labels a la lista que aparece a la
derecha, de manera que siempre los tendras disponibles.



Keywords | Acquisition

® Experiment Layout

Cuick Enkry

Label | B
Name

Specimen_001

Labsl Label

b Y

Bl
".

U Tube_oo1

FITC
D3

FE
CO16+56

PercP-C |
D45

r |- Tube_oo0z

FITC
D3

PE
CO16+56

PerCp-C
[== R

<.

Labels

MHame |
|71 Admiristrator
L i CD16+56

Assign or Remove Labels

» En la tercera pestafa se selecciona primero la planilla de analisis (global
worksheet por defecto) y después el stopping gate

Labels | Keywords | Acquisition

Quick Entry
Events to Record

Global Workshest

Marne
L& Experiment_001

20,000 » Stopping Gate

Storage Gake

Events ko Rec,.,  Global worksh. ..

Stopping Time (sec)

Stopping Gate

"%, Specimen_001

- Tube_oo1

20,000

W Al Events

L-J Tube_ooz

W A Events

Ewents to Record

YA

Murnber

[ Administrator
[

& 35000
L4 50000
# BD Defined

Delete from List

Assign Events

» Poner la placa con las muestras en la orientacion correcta y proceder a
la adquisicion, Run plate (para que pasen todas las muestras) o run well
(sdlo los pocillos seleccionados).

» Una vez finalizada la adquisicion proceder al lavado de placa tal y como
se indica en el siguiente apartado, para exportar los datos y/o el
experimento. Proceder igual que para los tubos (ver Manual Canto A y

).

1.3. Limpieza del citometro

» En el browser encontraras en shared experiments un experimento que
recibe el nombre de lavado corto y otro que recibe el nombre de lavado

largo.

» Selecciona el icono de la placa dentro del experimento lavado largo, haz
doble clic, se te abrira automaticamente una placa con 12 pocillos.
Carga la placa de lavado (preguntar Servicio):

4 pocillos con FACSClean
4 pocillos con agua
4 pocillos con FACSRinse
4 pocillos con agua
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» Retira el acoplador y pasa un tubo de agua para comprobar que esta
limpio. NO DEBEN PASAR MAS DE 300 eventos a velocidad maxima
(high) en estas condiciones, si no es asi descarta que no es el tubo ni el
agua y realiza el lavado largo.

» Vuelve a poner el acoplador y Realizar SIEMPRE el fluidics shutdown
con el acoplador de placa puesto si los siguientes usuarios no van a
pasar muestras en placa. Evita que las sales precipiten en los conductos
del HTS. Si el ultimo usuario sabe poner el acoplador puede hacerlo
él, pero si se le olvida la responsabilidad es del que ha usado placa
en ultimo lugar.

» Si hay mas usuarios ese dia (confirmalo) y realiza sin el acoplador de
placa el Fluidics startup.

2.4. Apagado del citometro

> SIHAY UN USUARIO antes de 2 horas, Unicamente después de lavar:
e Confirma esa reserva, pregunta si necesita HTS:

= Silo necesita: Sal del DiVa.

= Si no lo necesita: realizar un fluidics shutdown con el
acoplador de placa puesto y un start up con él quitado o
habla con el ultimo usuario del dia.

IMPORTANTE: ES OBLIGATORIO ELIMINAR TUS DATOS DEL
BROWSER ANTES DE UNA SEMANA PARA EVITAR PROBLEMAS DE
SATURACION Y EXPORTA TODA LA INFORMACION QUE
CONSIDERES IMPORTANTE CONSERVAR (experimentos, settings,
etc.)

» NO HAY UN USUARIO antes de 2 horas pero si luego, después de
lavar proceder a:

Confirmar esa reserva.

EXPORTA TUS DATOS* (File=> export FCS; EXPERIMENT)

Salir del software

Apagar el ordenador

Apagar el citdmetro (boton verde lateral izquierdo) Sin hacer

shutdown

aRrLN A

> NO HAY MAS USUARIOS después de lavar procede a:

1. EXPORTA TUS DATOS (barra del menu File=> export FCS, o
clic derecho sobre el experimento=> export FCS), Y/O
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EXPERIMENTO (barra del menu File=> export Experiment, o
clic derecho sobre el experimento=> export Experiment), y
guardalos en tu carpeta personal dentro de la carpeta
Servidorcito (Desktop/Servidorcito/Carpeta de vuestro
laboratorio). Comprueba que se han exportado haz copia de
seguridad y ELIMINALOS DEL BROWSER.

2. Hacer un fluidics shutdown con el acoplador de placa
puesto. En el menu cytometer => fluidics shutdown. Sale una
ventana de aviso, darle a ok y esperar 5 min hasta que finalice
el proceso.

3. Salir del software.

4. Apagar el ordenador.

5. Apagar el citometro (botdn verde lateral izquierdo).

*el Servicio de Citometria no se hace responsable de la pérdida
de datos de los usuarios, estos son los responsables de copiar
sus archivos en el lugar que corresponde asi como de hacer
copias de seguridad de los mismos.
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