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Introduction

Utilisation prévue

Le systeme de cytometre en flux Cytek Northern Lights (NL)-CLC est destiné a étre utilisé comme in
vitro appareil de diagnostic uniquement dans les pays ou l'approbation réglementaire a été
obtenue aupres des autorités réglementaires locales. Il est destiné a étre utilisé dans des
applications de cytométrie en flux.

A propos de ce guide

Ce guide fournit des informations concernant le cytometre en flux NL-CLC, le déroulement du
travail quotidien, les fonctionnalités du logiciel SpectroFlo®, la maintenance de 'appareil et les

spécifications du cytometre. Il comporte également des conseils de dépannage et des informations
concernant les réparations.

Sécurité

Symboles de sécurité

Le tableau ci-dessous présente les symboles utilisés tout au long de ce guide.

Symbole Signification

Mise en garde : danger ou pratique dangereuse pouvant entrainer des
dommages matériels, la perte de données, des blessures mineures ou
graves, voire le déces

Risque de choc électrique

Risque biologique

Rayonnement laser

> B B> >
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Sécurité générale

Lisez toutes les consignes de sécurité avant d'utiliser cet équipement. Conservez les
instructions en lieu sar.

Suivez toutes les consignes lors de l'utilisation de l'appareil.

Sil'équipement est utilisé d'une maniere autre que celle spécifiée par le fabricant, ses fonctions
de protection peuvent étre compromises.

Ne placez pas d'objet sur I'appareil.
Ne bloquez pas les orifices de ventilation.

Ne placez pas l'unité a proximité d'une source de chaleur telle qu'un radiateur, une bouche
de chaleur, un poéle ou d'autres appareils (dont les amplificateurs) produisant de la chaleur.

Utilisez uniquement les pieces/accessoires spécifiés par le fabricant.

Utilisez cet équipement uniquement avec le chariot, le socle, le trépied, le support ou la table
spécifiés par le fabricant ou vendus avec I'appareil. Lorsqu’un chariot est utilisé, prenez les
précautions nécessaires pour déplacer 'ensemble chariot-équipement afin d'éviter les
blessures dues au basculement.

Débranchez I'appareil s'il n'est pas utilisé pendant une longue période de temps.

Confiez les réparations a un personnel qualifié. Une réparation est requise si 'appareil a été
endommagé de quelque facon que ce soit, notamment en cas dendommagement du cordon
d’alimentation ou de sa fiche, de chute de I'équipement, de déversement de liquide sur l'appareil
ou de chute d'objets a I'intérieur, d'exposition a la pluie ou a 'humidité, ou si I'équipement ne
fonctionne pas correctement.

N'exposez pas l'appareil a des températures en dehors de la plage de 15 a 28 °C.

Les concentrations d’hypochlorite de sodium (eau de Javel) supérieures a 10 % ainsi que

les autres agents de nettoyage peuvent endommager l'appareil. Utilisez une solution d’eau
de Javel a 10 % pour le nettoyage, lorsque cela est indiqué. Une solution d'eau de Javel

a 10 % est préparée en mélangeant 1 unité d'eau de Javel avec 9 unités d'eau déminéralisée.

B REMARQUE : I'eau de Javel contient entre 5 et 7 % d’hypochlorite de sodium.

Avant de mettre le cytometre sous tension, inspectez visuellement tous les réservoirs. Portez
une tenue de protection de laboratoire standard, telle qu'une blouse, des gants et des lunettes
de protection.

Purgez le filtre du liquide de gaine si des bulles sont visibles a l'intérieur, ou si le réservoir

a liquide de gaine s'est vidé.

Remplissez le réservoir a liquide de gaine au besoin. N'utilisez jamais d’eau du robinet comme
solution de gaine. N'utilisez jamais de solution de gaine a base de surfactant.

Ne faites pas circuler d'eau de Javel ou de détergent a travers le filtre du liquide de gaine.
L'élimination des solutions de nettoyage du filtre du liquide de gaine est difficile.

Inspectez le cytometre régulierement pour confirmer I'absence de tubulures pincées ou de
fuites de liquide. Si une fuite est détectée, contactez le service technique de Cytek. Ne tentez
pas de réparer l'appareil.

Lors de la validation du contrdle qualité journalier (QC quotidien), assurez-vous de sélectionner
le numéro de lot actuel des billes.
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Sécurité électrique

+ Ne placez pas de liquides sur l'appareil. Tout déversement dans les orifices de ventilation peut
provoquer un choc électrique ou endommager l'appareil.

« Nutilisez pas cet appareil a proximité de I'eau.

AVERTISSEMENT : pour réduire le risque d'incendie ou de choc électrique, n'exposez pas
A cet appareil 3 la pluie ou a 'humidité.

« Utilisez uniqguement le cordon d'alimentation spécifié par le fabricant. Le cordon d'alimentation
de I'appareil est muni d'une fiche a trois broches de 10 A. La broche de mise a la terre du cordon
d’alimentation ne doit étre retirée en aucun cas. Assurez-vous que la fiche est enfoncée a fond
dans la prise d'alimentation pour éviter un incendie. Si le cordon d'alimentation doit étre
remplacé, la surface de la section transversale du conducteur doit étre de 1,31 mm? (16 AWG)
au minimum. Cela permet d'éviter un incendie ou un choc.

« Utilisez uniquement le fusible spécifié par le fabricant. Le fusible est de 250 Vca, 5 A,
taille 5 x 20 mm.

« Veillez a ne pas marcher sur le cordon d'alimentation ni le pincer, en particulier au niveau de
la fiche et de son point de sortie de I'appareil. Faites en sorte que la prise électrique soit située
a proximité de l'appareil pour qu’elle soit facilement accessible.

Sécurité biologique

+ Videz le réservoir a déchets lors du remplissage du réservoir a liquide de gaine ou au besoin
pour éviter qu'il ne déborde. Prenez soin de ne pas endommager le capteur de niveau de
liquide du réservoir a déchets.

« Tout prélevement biologique doit étre considéré comme potentiellement infectieux et
dangereux. Suivez les procédures appropriées de manipulation des échantillons et des réactifs.
Portez une tenue de protection de laboratoire standard, telle qu’'une blouse, des gants et des
lunettes de protection.

« Toutes les surfaces de l'appareil en contact avec les échantillons biologiques peuvent
transmettre une maladie potentiellement mortelle. Appliquez les précautions universelles
lors du nettoyage de I'appareil ou du remplacement des piéces.

Sécurité laser

Le cytometre NL-CLC est un produit laser de classe 1 conforme aux reglements 21 CFR 1040.10 et
1040.11 du Center for Devices and Radiological Health (CDRH) placé sous l'autorité de la Food and
Drug Administration des Etats-Unis, a I'exception des déviations définies dans le document Laser
Notice No. 50, daté du 24 juin 2007. Aucun rayonnement laser n'est accessible a l'utilisateur lors
du fonctionnement normal de l'appareil.

Les lasers sont entierement contenus a l'intérieur de I'appareil et ne requierent aucune zone
de travail spécifique, sauf lors de I'exécution de procédures d'entretien ou de réparation.
Ces procédures sont uniquement réalisées par le personnel d'entretien de Cytek.

ou des écrans laser peuvent entrainer l'exposition a un rayonnement laser dangereux.
Pour éviter dendommager la peau et les yeux, ne retirez pas les capots des composants
optiques ou les protections des lasers et ne tentez pas de réparer I'appareil aux
emplacements marqués par des étiquettes d'avertissement.

g MISE EN GARDE : toute modification ou tout retrait des capots des composants optiques

Chapitre 1 : Introduction | 9



L'utilisation de contrdles ou d'ajustements ou la réalisation de procédures autres que ceux précisés
dans ce guide de l'utilisateur peut provoquer une exposition a un rayonnement dangereux.

Pour éviter 'exposition au rayonnement laser :

+ Ne désactivez pas les verrous de sécurité de I'appareil.

* Ne réalisez pas de procédures autres que ceux spécifiés dans ce guide de l'utilisateur.
* Ne tentez pas de réaliser des procédures d'entretien ou de réparation des lasers.

Service technique

Pour I'assistance technique concernant I'appareil au sein des Etats-Unis, appelez le +1-877-922-9835
(option 1).

En dehors des Etats-Unis, appelez le +1-510-657-0102. En Europe, appelez le +31 20 765 34 40.
Contactez Cytek par e-mail a I'adresse technicalsupport@cytekbio.com.

Consultez notre site Web, www.cytekbio.com, pour les coordonnées a jour.

Lorsque vous contactez Cytek, munissez-vous des informations suivantes :

* le numéro de série;

+ les messages d'erreur éventuels ;

+ des détails ou captures d’écran concernant la performance récente du systeme ;

+ laversion du logiciel SpectroFlo et du logiciel systéeme, situés dans le module Help (Aide).
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Vue d’ensemble

Systéme Northern Lights

Le systéeme Northern Lights est composé du cytométre en flux NL-CLC et d'un ordinateur exécutant
le logiciel SpectroFlo® CLC pour 'acquisition et I'analyse. Les billes SpectroFlo® QC Beads sont
également incluses.

Le cytometre est un appareil de paillasse compact a refroidissement par air. Il est muni d'un
maximum de trois lasers, de 38 canaux de détection de fluorescence et de trois canaux de
diffusion (FSC-Bleu [diffusion axiale], SSC-Bleu [diffusion latérale] et SSC-violet). Les liquides de
gaine et de déchet sont contenus soit dans des réservoirs de 4 |, fournis avec le systeme, soit dans
des Cubitainer de 20 I. Des indicateurs du logiciel vous avertissent quand le réservoir a liquide de
gaine est presque vide ou que le réservoir a déchets est presque plein. Le systeme fluidique inclut
un réservoir supplémentaire pour stocker le liquide de gaine, ce qui vous permet de remplir le
réservoir en cours de fonctionnement.

Des chargeurs d’échantillons a haut débit sont disponibles en option pour automatiser le transfert
et I'acquisition des échantillons. Les chargeurs sont compatibles avec les micro-plaques de 96 puits.
Le nouveau chargeur d'échantillons automatisé (ASL) offre une compatibilité accrue avec les méga-
plagues de 96 puits et les portoirs de 40 tubes. Voir « Chargeur » en page 135 pour plus d'informations.

L'ordinateur est un PC dédié qui prend en charge une connexion USB et inclut un moniteur,
un clavier et une souris. Il fonctionne sous le systéme d'exploitation Microsoft® Windows® 10 Pro
64 bits, qui est requis pour le logiciel SpectroFlo.

Réservoirs du systéme fluidique Appareil NL-CLC Ordinateur
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Vue d’ensemble du cytométre

Les lasers a I'état solide transmettent la lumiere a travers une chambre d'analyse, ou les particules
en suspension passent en faisceau, une par une, pour étre excitées par le laser. Un réseau exclusif
de détecteurs a semi-conducteur de type photodiode-avalanche (APD), tres sensibles peuvent
accueillir jusqu'a 16 détecteurs par laser, de facon a capturer les spectres d'émission de fluorescence
qui émettent dans la plage de 365 a 829 nm. Les signaux de fluorescence et de diffusion qui en
résultent sont alors recueillis et convertis en signaux électroniques. Des systémes électroniques
embarqués transforment ces signaux en données numeériques qui peuvent étre acquises et
enregistrées par I'ordinateur.

Le bouton d'alimentation du cytometre est situé en haut a droite du panneau latéral gauche.
Lorsque le cytometre est sous tension, le bouton d'alimentation est allumé.

Le panneau frontal s'ouvre sur des charniéres situées a gauche pour révéler la partie fluidique.

La porte de la SIT (sample injection tube, tubulure d'injection de I'échantillon), a droite du panneau
frontal, abrite 'ensemble de tubulure SIT. Le capot supérieur peut étre ouvert pour accéder a la
plague du systeme optique.

Vue avant du cytométre

Capot supérieur

Porte de la SIT

Bouton d'alimentation

Panneau frontal

Raccord rapide -
liquide de gaine
Capteur de niveau — déchets
Raccord rapide - déchets

T
TN
V/111111T1TTTTT

€

2 Ne placez pas d'objet sur l'appareil.

Ne placez pas de liquides sur I'appareil. Tout liquide s'infiltrant dans le cytomeétre peut
A provoquer un choc électrique ou endommager l'appareil.
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Vue arriére du cytométre

Pour une bonne ventilation, prévoyez un espace de 20 cm (8 po) entre l'arriére du cytomeétre
et le mur, sans conduit d'air. En présence d'un conduit d'air, laissez un espace de 10 cm (4 po).

connecteur USB vers l'ordinateur
interrupteur principal

cable d’alimentation

Systeme fluidique

Port et tubulure d’injection de I'échantillon

L'échantillon, contenu dans un tube standard de 12 x 75 mm, est introduit dans le cytometre

par la tubulure d'injection de I'échantillon (SIT), située dans le port d'injection de I'échantillon (SIP).
Le tube a échantillon de 12 x 75 mm s’enclenche en dessous du SIP sans avoir besoin d'un support
supplémentaire. La SIT s'étend en dehors du SIP lors de l'acquisition et se rétracte lorsque le
cytomeétre ne réalise pas d'acquisition.

Avec un chargeur en option, une micro-plaque de 96 puits, une méga-plaque de 96 puits ou
un portoir de 40 tubes peut étre utilisé(e) pour transférer les échantillons a la place de tubes
a échantillon individuels de 12 x 75 mm. Voir « Chargeur » en page 135 pour plus d'informations.

SIP

SIT
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Réservoirs a liquides

Le cytometre préléve le liquide de gaine directement a partir d'un Cubitainer de 20 | ou du réservoir
a liquide de gaine de 4 | fourni par Cytek. Il rejette les déchets dans un Cubitainer vide de 20 | ou
dans le réservoir a déchets de 4 | fourni par Cytek.

Les réservoirs du systeme fluidique inclus sont placés dans un support situé a gauche du cytometre.
Le réservoir de 4 | avec la tubulure fluidique transparente est réservé a la solution de gaine.
Le réservoir de 4 | avec la tubulure fluidique orange est réservé aux déchets.

déchets

. . a® e
liquide de gaik_ ( s, :CYTEK
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Circuit de la fluidique

Le systéeme fluidique circule par aspiration a vide. Un accumulateur a vide est la source de vide
du systeme. La solution de gaine est prélevée dans le plénum a liquide de gaine et y est stockée
avant de passer a travers un filtre du liquide de gaine, qui élimine débris et contaminants. Avant
d'atteindre la chambre d'analyse, le liquide de gaine passe par un dégazeur qui élimine les bulles
d‘air. Apres le passage au niveau du point de détection laser, le liquide de gaine mélangé

a I'échantillon est acheminé vers le récipient a déchets.

Les niveaux du liquide de gaine et de déchets sont surveillés par des capteurs. Le capteur du
niveau de déchets est situé en dessous du bouchon du réservoir a déchets. Le capteur du
niveau de liquide de gaine est situé en dessous du bouchon du plénum de liquide de gaine.
Les deux capteurs sont surveillés par le logiciel.

( 3

Déchets *

Accumulateur

Ligne de purge

s =y 1 | 1

Réservoir

Filtre 4 Dégazeur |

| & liquide de gainé

E Chambre
d’analyse

-—

Tube a échantillon
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Composants du systéeme fluidique

Les composants du systéeme fluidique sont visibles sur la figure suivante.

f

Le tableau ci-dessous décrit les composants du systeme fluidique.

N° Composant Description

1 Pompe du plénum | Aspire le liquide de gaine de son réservoir pour remplir le plénum

2 Pompe a vide Maintient le vide dans l'accumulateur

3 Plénum Récipient de stockage du liquide de gaine avant son passage dans
le filtre du liquide de gaine

4 Dégazeur Elimine les bulles d'air du liquide de gaine

5 Raccords rapides Raccords rapides des tubulures d'entrée et de sortie du filtre

du filtre du liquide du liquide de gaine et de la tubulure de ventilation
de gaine (x 3)

6 Filtre de liquide Filtre les débris et particules présents dans le liquide de gaine
de gaine
7 | Accumulateur Source de vide du systeme fluidique
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Composants optiques

Contrairement aux cytometres en flux conventionnels qui dirigent des bandes passantes de
fluorescence spécifiques dans différents détecteurs ou tubes photomultiplicateurs, le Northern

Lights utilise un réseau de détecteurs multicanaux a I'état solide et a faisceau étroit pour chaque

laser. Chaque réseau peut étre configuré avec un maximum de 16 détecteurs, qui sont utilisés

pour capturer une partie du spectre d'‘émission de chaque particule passant dans le faisceau laser.
Les canaux détecteurs de trois lasers maximum sont utilisés pour capturer l'intégralité du spectre

d'émission de chaque particule marquée par une molécule fluorescente. Des algorithmes de
déconvolution spectrale (unmixing) calculent la contribution des spectres des fluorophores
individuels connus par rapport a I'ensemble du signal capté.

Pour l'excitation, un laser de conception unique, a téte plate, permet d'obtenir une distribution
constante de la puissance sur toute la largeur du flux central de I'échantillon.

Prisme
optique formant
le faisceau

Lentille de
co-focalisation

Miroir

Wwiu 079 =p lose]

WU 8817 ep loske]

%

Fibres optiques

N

/
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APD rouge

Module détecteur

APD bleu

Module détecteur

APD violet

Lentilles

Module détecteur

e

.

N

Chambre
d'analyse

Détecteur
FsC

N

Les configurations optiques sont les suivantes :

Laser Excitation Canaux de détection ggtr:cstglﬁs
Violet 405 nm 16 V1-V16
Bleu 488 nm 14 B1-B14
Rouge 640 nm 8 R1-R8

Les longueurs d'onde détectées par chaque détecteur (canal) augmentent d'un bout a I'autre du

réseau. Voir le tableau de la page 117 pour plus de détails.
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Vue d’ensemble du logiciel

Le logiciel SpectroFlo® CLC vous permet d'effectuer 'acquisition et I'analyse des échantillons ainsi
que le réglage des parametres de l'appareil. Une fois que vous avez établi la connexion au logiciel,
le menu Get started (Commencer) s'affiche.

Menu Get started (Commencer)

Le menu Get started (Commencer) propose sept modules qui vous permettent de réaliser
diverses actions. Ces mémes modules sont également accessibles en haut a droite de chaque

écran de module.

Get started

Le tableau ci-dessous décrit les options du menu Get started (Commencer).

Module

Description

QC & Setup (QC
et configuration)

Le Daily QC (contrdle qualité ou QC quotidien) vérifie si 'appareil est en
conditions optimales pour l'utilisation. Réaliser le QC quotidien a I'aide des
billes SpectroFlo QC Beads permet d'évaluer la performance du systeme et
d'ajuster les paramétres selon les fluctuations d’'un jour a I'autre. Des rapports
Levey-Jennings permettent de suivre les tendances de performance du
systeme. Setup (Configuration) vous permet de créer des controles de
référence. Voir « QC et configuration » en page 33 pour plus d'informations.

Worklist (Liste de
taches)

Acquisition Le module Acquisition vous permet de créer des expériences pour
I'acquisition et I'analyse de données. Les expériences peuvent étre créées
a l'aide d’'un assistant ou a partir de modeles enregistrés précédemment.
Voir « Acquisition » en page 49 pour plus d'informations.

Module La liste de taches est utilisée pour la collecte des données des échantillons

par lot et la production des rapports d'analyse(s). Voir « Liste de taches »
en page 121 pour plus d'informations.

Extra Tools (Outils
supplémentaires)

Ce module permet la déconvolution ou la compensation des fichiers FCS
a l'aide de filtres virtuels. Voir « Déconvolution et compensation » en page 101
pour plus d’informations.
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Module

Description

Library
(Bibliotheque)

La bibliothéque vous permet de conserver les modéles d’expérience

et les feuilles de travail, les parameétres utilisateur, les fluorochromes,

les informations sur les billes SpectroFlo QC Beads, les informations sur

les marqueurs et les mots clés. Voir « Library (Bibliotheque) » en page 71 pour
plus d'informations.

(Utilisateurs)

Preferences Les préférences du logiciel peuvent étre modifiées pour personnaliser

(Préférences) le logiciel. Il est possible de modifier les parametres par défaut suivants :
taille des graphiques, police du texte, couleurs du fenétrage, mise en page
d’'impression, options du tableau de statistiques, etc. Voir « Preferences
(Préférences) » en page 80 pour plus d'informations.

Users Le module Users (Utilisateurs) contient les options pour la gestion des

utilisateurs et les contréles administratifs. Voir « Users (Utilisateurs) »
en page 93 pour plus d'informations.

A propos des expériences

Le module Acquisition fournit les outils nécessaires a I'acquisition des données, notamment

les contrdles d'acquisition utilisés pour démarrer, arréter et enregistrer les données, ainsi

que les contrdles de I'appareil permettant de régler le seuil et d'ajuster le gain des détecteurs.
Voir « Affichage de l'expérience » en page 50 pour plus d'informations concernant ces contréles.
Les expériences contiennent les fluorochromes et les marqueurs utilisés, les criteres d'arrét

et les groupes de tubes analysés, notamment le groupe de contréle de référence, si présent.

Si vous le souhaitez, vous pouvez créer des groupes pour vos échantillons, afin d'organiser les
échantillons par type ou panels de coloration, par exemple.
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Ouvrir une expérience

Lorsque vous cliquez sur Acquisition dans le menu Get started (Commencer), le menu Acquisition
Experiment (Expérience d’acquisition) ci-dessous s'affiche. Il vous permet d’ouvrir une expérience
par défaut ou un modele, de créer une nouvelle expérience ou d'en importer une. Un assistant
vous guide dans les étapes requises pour créer une nouvelle expérience.

B REMARQUE : par défaut, le menu Acquisition du volet gauche est réduit, affichant uniqguement
les icbnes Experiment (Expérience), Worksheet (Feuille de travail) et Cytometer (Cytometre).
Pour développer le menu et afficher le texte associé, cliquez sur les fleches (>>) au bas du volet.

ACQUISItION  eperiment

Select an experiment
B3 Default

@

0

. 4

g
B My Experime

Les expériences peuvent étre créées de différentes manieres. Le tableau ci-dessous décrit les
options du menu Acquisition Experiment (Expérience d'acquisition) :

Méthode

Description

Default (Défaut) | Ouvre une nouvelle expérience pour un groupe, contenant un tube et un

set de fluorochromes, dans un modele de feuille de travail d'expérience par
défaut. L'expérience par défaut peut étre définie par l'utilisateur. Il s'agit de
la maniére la plus rapide de commencer l'acquisition d'un échantillon.

New (Nouvelle) | Ouvre l'assistant New Experiment (Nouvelle expérience) qui vous guide dans

la création d'une expérience.

Template Permet de choisir un modéle d’expérience et d'analyse enregistré
(Modéle) (voir page 22).

Import Importe un fichier ZIP contenant une expérience qui a été exportée.
(Importer)

(Mes

My Experiments | Permet de choisir une expérience enregistrée.

REMARQUE : les expériences originales peuvent étre dupliquées sans données,

expériences) ce qui équivaut a ouvrir un modeéle d'expérience. Faites un clic droit sur une

expérience de la liste My Experiments (Mes expériences) et sélectionnez
Duplicate (Dupliquer) avec ou sans données.
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Les expériences terminées peuvent étre chargées depuis l'option My Experiments (Mes expériences)
du menu Acquisition Experiment (Expérience d'acquisition). Utilisez les en-tétes de colonnes pour
trier la liste d’expériences. Pour chaque tube analysé, deux fichiers FCS sont enregistrés, avec des
données brutes et déconvoluées. Dans My Experiments (Mes expériences), ouvrez les expériences
que vous avez déja réalisées pour examiner les données ou acquérir d'autres échantillons.

Vous pouvez également exporter les expériences a partir de My Experiments (Mes expériences),
voir ci-dessous. Un fichier ZIP est exporté, qui contient tous les fichiers de données brutes, le cas
échéant (et les fichiers de données déconvoluées dans le cas des expériences avec déconvolution),
ainsi que les modeles de feuilles de travail et d’expériences.

B My Experiments

¥ Import
Experiment Created By Date Created 1 Date Modified
> [ Experiment 005 Admin August 08, 2018 - 17:00 PM August 08, 2018 - 17
> [ Experiment_ 004 Admin August 08, 2018 - 14:47 PM August 08, 2018 - 14
> [ Experiment_003 Admin August 08, 2018 - 13:31 FM August 08, 2018 - 12
Fichiers FCS

Les fichiers FCS générés a partir d'une expérience sont conserves dans le dossier Export (Exporter)
par défaut ou dans le dossier par défaut que vous avez désigné. Voir « Storage Preferences
(Préférences de stockage) » en page 90 pour plus d'informations. Les expériences peuvent contenir
les types suivants de fichiers de données FCS pour chaque tube analysé :

+ fichiers de données brutes uniquement (pour les échantillons acquis dans une expérience)

+ fichiers de données brutes + fichiers de données déconvoluées (pour les échantillons acquis
et déconvolués en direct pendant l'acquisition)

+ fichiers de données déconvoluées uniquement (pour les échantillons déconvolués apres
I'acquisition)
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Modéles d’expérience

Utilisez 'option Save As (Enregistrer sous) au-dessus de la liste de tube/groupe (hiérarchie) de
I'expérience pour enregistrer 'expérience actuelle en tant que modele, qui peut alors étre utilisé
pour exécuter des expériences similaires. Les modeles d'expérience incluent les fluorochromes
utilisés, les contréles de référence, les groupes/tubes, les marqueurs, les feuilles de travail et les
critéres d'arrét. Les modeles sont enregistrés dans la bibliothéque. Pour ouvrir et utiliser un
modele, sélectionnez Template (Modéle) dans le menu Acquisition Experiment (Expérience
d’'acquisition). Voir « Experiment Templates (Modeéles d’'expérience) » en page 78 pour plus
d'informations concernant les modeles d'expérience.

Experiment_003

g 5 ] ’ T

Save save As Edit Unmix

F Tube B Group v
v Group_001
b 4 0  Tube0O1
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A propos des feuilles de travail

Les feuilles de travail sont utilisées pour visualiser les données de I'expérience. Chaque expérience
nécessite au moins une feuille de travail, qui vous permet de visualiser les données sous forme
de graphiques au cours de l'acquisition et d'exécuter les fonctions d'analyse. Les feuilles de travail
contiennent les outils nécessaires pour créer les graphiques, fenétrages, annotations, statistiques
et la hiérarchie des populations. Les feuilles de travail sont enregistrées avec I'expérience et
peuvent étre enregistrées a part pour étre réutilisées d'une expérience a l'autre.

Deux types de feuilles de travail existent, pour les données brutes et les données déconvoluées.
Vous devez sélectionner la feuille de données appropriée pour visualiser le type de données
correspondant. Lorsque les données brutes sont affichées, les paramétres des graphiques dans
une feuille de travail brute reflétent le nom des canaux, par exemple B1-A, R1-A, V1-A. Lorsque les
données déconvoluées sont affichées, les parameétres des graphiques dans une feuille de travail
déconvoluée refletent les différents fluorochromes, par exemple PerCP-A.

Ouvrir une feuille de travail

Pour sélectionner une feuille de travail, cliquez sur Worksheet (Feuille de travail) dans le menu
Acquisition. Le menu Select a worksheet (Sélectionner une feuille de travail) apparait (ci-dessous).
Vous pouvez ouvrir une nouvelle feuille de travail avec des données brutes ou déconvoluées.

Ces feuilles de travail contiennent un seul graphique présentant la FSC en fonction de la

SSC (FSC vs SSC). Utilisez la barre d'outils de la feuille de travail pour ajouter des graphiques

et d'autres éléments. Toutes les feuilles de travail sont enregistrées sous forme de fichiers
modeles (WTML) et peuvent étre ouvertes avec I'option Open Worksheet Template (Ouvrir un
modele de feuille de travail). Vous pouvez également importer les feuilles de travail qui ont

été exportées, ainsi que les enregistrer, les imprimer ou les enregistrer au format PDF.

ACQUiSitiOn Worksheet

Select a worksheet

X
@
®

| 4=

D D O

P
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Le tableau ci-dessous décrit les options du menu Acquisition Worksheet (Feuille de travail

d’acquisition) :

Méthode

Description

Default Raw
(Brute par défaut)

Ouvre une feuille de travail brute par défaut qui peut étre utilisée pour
les expériences dans lesquelles des contrdles de référence seront acquis.
N'écrasez pas cette feuille de travail. Utilisez toujours Save As (Enregistrer
sous) pour enregistrer la feuille de travail sous un nouveau nom.

New Raw
(Nouvelle brute)

Ouvre une nouvelle feuille de travail brute.

New Unmixed

Ouvre une nouvelle feuille de travail déconvoluée.

(Nouvelle

déconvoluée)

NXN plots Utilise les fluorochromes sélectionnés lors du paramétrage de I'expérience
unmixed pour créer une feuille de travail avec plusieurs graphiques, affichant

(Graphiques NXN
déconvolués)

chaque parametre de fluorescence I'un par rapport a l'autre. Cette feuille
de travail vous permet de détecter les erreurs potentielles de
déconvolution et de les corriger le cas échéant.

Open Worksheet
Template (Ouvrir
un modele de

feuille de travail)

Permet de choisir un modele de feuille de travail enregistré dans une liste.
Une feuille de travail brute par défaut et une feuille de travail déconvoluée
par défaut sont fournies.

Import (Importer)

Importe un modeéle de feuille de travail qui a été exporté.

Save (Enregistrer),
Save As
(Enregistrer sous),
Print (Imprimer),
Save PDF
(Enregistrer PDF)

Enregistre la feuille de travail, enregistre la feuille de travail sous un
nouveau nom, imprime la feuille de travail ou enregistre la feuille de travail
au format PDF.
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Il est possible d'avoir plusieurs feuilles de travail ouvertes en méme temps. Le nom de la feuille de
travail actuellement affichée est souligné en bleu. Comme il est possible de sélectionner plusieurs
feuilles de travail pour différents groupes ou tubes dans une expérience, chaque tube aura une
feuille de travail associée.
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Chaque utilisateur peut définir une feuille de travail brute par défaut et une feuille de travail
déconvoluée par défaut. Ouvrez la feuille de travail par défaut et réglez les parametres pour votre
expérience, puis sélectionnez Save As (Enregistrer sous) pour enregistrer la feuille de travail sous
un nouveau nom. Vous pourrez alors sélectionner la feuille de travail lorsque vous créez une
expérience. Vous pouvez utiliser cette feuille de travail, ouvrir un modeéle de feuille de travail

ou créer une nouvelle feuille de travail.

Toutes les feuilles de travail sont enregistrées dans la bibliotheque. Voir « Worksheet Templates
(Modeles de feuilles de travail) » en page 77 pour plus d'informations concernant les modeéles de
feuille de travail.
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A propos des rapports

Le rapport est une fiche d'affichage de données statiques qui permet d'afficher les données d'un ou
de plusieurs tubes. Les expériences peuvent étre enregistrées sous forme d'analyses. Une analyse
doit contenir au moins un rapport. Pour plus d'informations, voir « Créer des rapports »

en page 68.

7 Color TBNK Assay

Instiution: Cytekbio Assay TC 8 Samgle ID:
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Software: SpectroFIo® CLC & 1.0.1 (0T142021) Page: Page 1 OF 1

NOT{Debris) Lymphcytes

40M = am=
300 = oM =
< <
B oom ¥ 2o

€3+
% Parenit B2 59

i GFEEF
Parert 4582
10+

a

E ot

e 10

5

8

q o e
COfBesEr iR
: 5251 .
102-R3 i % Parent. 5258 e 1 1% Pasent. 5274
w0 0 w 10 w0 't W 1o+
CD6.+56 chluer BYGSTS- A D856 cFuer BYGSTS-A.

Gate % Parent % Grand Parent Count/ul Absolute Count
7C 8_Lymphaytes 1571 1366 56.44 61322
TCB_CO3 6258 983 arn L5 95
7CB_CD3+CD4+ 8441 5284 341 32665
16 B_C03COB arn a6z 512 5329
TCB_CO8e 4582 1714 1018 10597
7C B_CO{18+561+ 5258 19.67 "es 12160
16 8_C020s 4561 17.06 1014 10548
7C B_CD19+ AND CDIZ0+ 4561 17.06 1014 10548
7C8_CD19+ OR CD20+ 4582 1714 1049 10597

ignature:

'EPORT NOT SIGNED

omments:
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3

Démarrage et arrét du systeme

Remplissage du liquide de gaine et vidange des déchets

Les raccords rapides a code couleur des tubulures du liquide de gaine et des déchets ainsi que
le connecteur du capteur de niveau de déchets sont situés en bas a gauche du panneau frontal.

raccord rapide — liquide de gaine
capteur de niveau — déchets

raccord rapide — déchets

REMARQUE : nous vous recommandons d’utiliser des Cubitainer de 20 | au lieu des réservoirs
de 4 | pour les systémes équipés d’un chargeur.

Remplissage du liquide de gaine

Remplissez le réservoir a liquide de gaine avec la solution de gaine fournie par le fabricant, de
I'eau MilliQ™, une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) ou de I'eau désionisée (DI).

Le liquide de gaine peut étre préleveé du réservoir de 4 | fourni ou directement d'un Cubitainer de 20 |.

Le liquide de gaine peut étre ajouté dans le réservoir concerné pendant que l'appareil fonctionne.

a la recherche de fuites ou de fissures. Portez la tenue de protection de laboratoire

2 Avant de mettre le cytometre sous tension, inspectez visuellement tous les réservoirs
recommandée, telle qu'une blouse, des gants et des lunettes de protection.

de gaine appropriée. N'utilisez jamais d’eau du robinet ou une solution de gaine a base

2 Remplissez le réservoir a liquide de gaine au besoin. Utilisez uniquement une solution
de surfactant.
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Remplissage du liquide de gaine dans un réservoir a liquide de gaine Cytek de 4 | ou un
Cubitainer de 20 |

1 Retirez le bouchon de la tubulure fluidique de solution de gaine du Cubitainer ou le capuchon
du réservoir a liquide de gaine.

2 Ajoutez une solution de gaine appropriée.

3 Remettez en place le bouchon de la tubulure fluidique ou le capuchon du réservoir. Veillez a ne
pas trop serrer.

4 Sile cytométre est sous tension et que le logiciel est connecté, vérifiez que l'indicateur de
liquide de gaine du logiciel est vert.

Warm Up Time Left: 00:29:31 0 Sheath 0 Waste 0 Cytometer 0 Loader

Vidange des déchets

Les déchets peuvent étre expulsés dans le réservoir a déchets de 4 | fourni ou directement dans
un Cubitainer vide de 20 I.

besoin pour éviter qu'il ne déborde. L'indicateur de déchets du logiciel sera jaune ou
rouge si le réservoir doit étre vidé. Prenez soin de ne pas endommager le capteur de
niveau de liquide du réservoir a déchets.

2 Videz le réservoir a déchets lors du remplissage du réservoir a liquide de gaine ou au

et/ou toxique. Suivez les procédures appropriées de manipulation des échantillons et
des réactifs. Lors de cette procédure, portez une tenue de protection de laboratoire
standard, telle qu'une blouse, des gants et des lunettes de protection.

'f Tout prélevement biologique doit étre considéré comme potentiellement dangereux

Traitez toujours le contenu du réservoir a déchets avec de I'eau de Javel de ménage
(10 % du volume total). Le contenu du réservoir a déchets peut présenter un risque
biologique.
Vidange des déchets contenus dans un réservoir Cytek de 4 | ou un Cubitainer de 20 |

1 Débranchez le raccord rapide orange de la tubulure a déchets du bouchon du Cubitainer
ou du réservoir de 4 |. Débranchez le capteur de niveau de déchets.

Le connecteur du capteur de niveau de déchets du Cubitainer se trouve sur son capuchon,
tandis que celui du réservoir de 4 | se trouve a 'avant du cytometre.

2 Retirez le bouchon du Cubitainer a déchets ou le capuchon du réservoir a déchets de 4 1,
en faisant attention de ne pas endommager le capteur de niveau de liquide.

3 Eliminez les déchets conformément aux réglementations locales.

4 Ajoutez 2 | d’eau de Javel non diluée au Cubitainer a déchets ou 400 ml d'eau de Javel dans
le réservoir a déchets.

5 Remettez en place le bouchon/capuchon du réservoir a déchets, et serrez-le a la main jusqu’a
ce gqu'il soit bien fermé.

28 | Guide dutilisation du NL-CLC



6 Rebranchezla tubulure a déchets et la tubulure du capteur de niveau au bouchon/capuchon
et a 'avant du cytometre.

7 Sile cytometre est sous tension et que le logiciel est connecté, vérifiez que I'indicateur de
déchets du logiciel est vert.

Démarrage du systéme

1 Allumez I'ordinateur, puis mettez le cytométre sous tension.

B REMARQUE : assurez-vous qu'un tube contenant 1 ml d’'eau désionisée (DI) est chargé sur le
SIP avant de lancer le logiciel SpectroFlo. Le tube est nécessaire pour le calibrage de profondeur
de la SIT et pour le ringage de la chambre d'analyse afin d'éliminer les bulles éventuelles.

2 Lancez le logiciel SpectroFlo et connectez-vous en saisissant vos nom d'utilisateur et mot de
passe puis en cliquant sur SIGN IN (CONNEXION).

Vous pouvez commencer a taper votre nom d'utilisateur pour afficher une liste de noms
commencant par les lettres saisies.

La procédure d'initialisation du cytometre commence alors. Le liquide de gaine circule dans
les tubulures fluidiques pour éviter 'accumulation de sels et le systéme réalise un calibrage
de profondeur de la SIT.

3 Sélectionnez QC & Setup (QC et configuration) dans le menu Get started (Commencer).

Get started

& J/AN

Acouisition 5t Extra Tools

4 Vérifiez les indicateurs d'état en bas a droite de I'écran.

+ L'indicateur Connected (Connecté) devrait s'afficher sous forme d'une coche verte, ce qui
peut prendre quelques minutes.

Warm Up Time Left: 00:29:31 Q Sheath Q Waste Q Cytometer 0 Loader

Si l'indicateur montre que I'appareil n'est pas connecté, vérifiez que la connexion USB entre
le cytometre et I'ordinateur est effectuée dans les ports corrects. Voir « Vue arriere du
cytometre » en page 13.

Chapitre 3 : Démarrage et arrét du systéme | 29



+ Vérifiez que les indicateurs d'état du liquide de gaine et des déchets sont verts avant de

poursuivre.
Indicateur Signification Mesure a prendre
de liquide 8 P
Liquide de Le niveau du réservoir a liquide Remplissez le liquide de gaine
gaine jaune de gaine est bas. L'acquisition peut (voir « Remplissage du liquide de
continuer pendant 5 minutes avant gaine » en page 27).
que le réservoir soit a sec. Vous
pouvez remplir le liquide de gaine
pendant ce temps.
Liquide de Le réservoir a liquide de gaine
gaine rouge estvide.
Déchets jaune Le réservoir a déchets est Videz le réservoir a déchets
presque plein. (voir « Vidange des déchets »
. . s 2 . en page 28).
Déchets rouge | Le réservoir a déchets est plein. Pag )

5 Attendez 30 minutes avant d'analyser les échantillons. Voir « Exécution du QC quotidien »
en page 33. Nous vous recommandons d'analyser un tube d'eau DI pendant la période de
préchauffage. Vous ne pouvez pas enregistrer un fichier avant que la période de préchauffage
de 30 minutes soit terminée.

Acquisition Control

Tube_001: Not Ready - Warming up

i

B REMARQUE : les administrateurs peuvent sélectionner Enable data collection (Activer

la collecte de données) pendant le préchauffage du systeme sous Preferences > Cytometer
(Préférences > Cytométre). Cela permet de contourner les restrictions imposées par défaut
au cous du préchauffage de I'appareil, telles que I'acquisition des données et le QC quotidien.
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Arrét du systéme
Exécutez la procédure d'arrét du systeme a la fin de chaque journée ou l'appareil a été utilisé.

La procédure d'arrét du systéeme rince la chambre d’'analyse et les lignes de prélevement avec une
solution d'eau de Javel a 10 %, de I'eau DI, du Contrad 70 a 25-50 % et de I'eau DI. Cette procédure
prend 5 minutes environ. La SIT restera étendue en dehors du SIP a l'issue de la procédure d'arrét
pour éviter I'assechement et la formation de bouchons dans la tubulure.

Pour mettre le systeme hors tension :

1 Suivez la procédure d'arrét du systéme fluidique. Voir « Fluidics Shutdown (Arrét du systeme
fluidique) » en page 151.

2 Lorsque la procédure d'arrét du systéme est terminée, quittez le logiciel SpectroFlo en cliquant
sur la X en haut a droite de la fenétre de l'application.

3 Eteignez le cytometre et l'ordinateur.
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4

QC et configuration

Daily QC (QC quotidien)

Exécutez le Daily QC (contréle qualité, ou QC, quotidien) a I'aide des billes SpectroFlo QC Beads
avant l'acquisition d’échantillons pour vérifier que le cytometre fonctionne de facon optimale.

Ce contrdle évalue l'alignement optique de l'appareil et les écarts de performance du systeme en
mesurant les rCV et les gains nécessaires pour placer les billes a 'emplacement cible pour chaque
détecteur. Lors du contréle qualité, les délais du laser (laser delays) et les facteurs d’échelle de
I'aire (area scaling factors) sont optimisés ainsi que les parameétres de gain qui sont ajustés pour
tenir compte des variations de I'appareil d'un jour a I'autre. Une fois le QC quotidien terminé,

un rapport de QC est généré. Les rapports de QC peuvent étre examinés dans l'onglet

Reports (Rapports).

La performance peut étre suivie et présentée sous forme graphique en fonction du temps dans
'onglet Levey-Jennings. Le logiciel peut étre configuré pour afficher un avertissement si les
résultats du QC dans le rapport sont en dehors des critéres définis par l'utilisateur. Voir « Plages
d’alarmes » en page 47.

Exécution du QC quotidien

1 Attendez 30 minutes apres la mise sous tension du systéme pour permettre au compartiment
optique de préchauffer.

2 Préparezles billes SpectroFlo QC Beads (1 goutte de billes dans 0,3 ml de solution de gaine
ou PBS).

B REMARQUE : préparez toujours les billes dans la méme solution que celle utilisée comme
liquide de gaine dans I'appareil. Le diluant et le liquide de gaine de I'appareil doivent étre
identiques. Si vous utilisez de I'eau DI pour préparer les billes, celles-ci vont commencer

a se dégrader dans un délai de quelques heures. Ne réutilisez pas les billes préparées dans
de I'eau DI.

Les billes SpectroFlo QC Beads sont des billes de 3 um en polystyréne teintées dans la masse
avec une seule intensité de fluorescence. Elles peuvent étre excitées par chaque laser et
émettent de la fluorescence dans tous les canaux détecteurs.
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3 Sélectionnez QC & Setup (QC et configuration) dans le menu Get started (Commencer).

QC & Setup &

R cytometerQc B DailyoC Suert Hate 255 clal Evenis Collectac: 1136 Hapsed Timeitec): 52
Paily O PASSED A
2 § ' k]
Perforrrad On: October 04, 2017 - 09019 AR
@B crome
Bead Lot: 1002
<
% 2o
i}
Tk
Ahort
SO0 U000 L
¢ Wz
3
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| A | nts
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w0 w0 a0 72
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4 Sélectionnez le lot de billes utilisé dans le menu Bead Lot (Lot de billes).

Chaque fois que vous ouvrez un nouveau lot de billes SpectroFlo QC Beads, vous devez
importer l'identifiant du lot dans la bibliotheque pour qu'il soit accessible lors de la réalisation
du QC. Les fichiers relatifs aux lots de billes peuvent étre téléchargés dans la section Resources
(Ressources) du site http://www.cytekbio.com.

sélectionner le lot de billes correspondant lors du QC quotidien.

C L'intensité de la fluorescence varie d'un lot de billes a l'autre. Veillez a toujours

5 Démarrez I'acquisition :

* Tube: chargez un tube de billes de 12 x 75 mm dans le SIP. Sélectionnez Start (Démarrer)

34 |

pour commencer l'acquisition.

Daily QC
Daily QC: PASSED

Performed On: June 27, 2017 - 10:15 AM

Bead Lot: 1001 -

>

Start
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« Chargeur : assurez-vous que le type de plaque correct est sélectionné (96 U-Bottom [Fond
en U a 96 puits], 96 V-Bottom [Fond en V a 96 puits], 96 Flat-Bottom [Fond plat a 96 puits],
96 Deep Well [Méga-plaque de 96 puits] ou 40 Tube Rack [Portoir de 40 tubes]). Cliquez sur
la plague ou le tube dans le portoir pour sélectionner le puits ou le tube ou les billes pour
QC sont situées. Le puits A1 est sélectionné par défaut, mais vous pouvez choisir tout
autre puits. Sélectionnez Eject (Ejecter), chargez la plaque sur la plateforme, et cliquez sur
Load (Charger), puis sur Start (Démarrer) pour commencer.

Dailv Q¢

Daily QC: Missing
Performed on

Bead Lot: 2003 ~ Carrier Type: gy 96 U-Bottom b

Select QC well

Z

A 3

Ready

Lorsque l'appareil commence a acquérir les billes pour QC, elles apparaissent sur le diagramme
de dispersion. Les délais du laser sont initialement réglés sur 0, puis ils sont optimisés.

Les mesures de performance sont établies et comparées aux critéres de réussite ou d'échec
(voir « Criteres de réussite ou d'échec » en page 36).

Cette procédure prend 3 a 5 minutes environ. Une fois l'acquisition terminée, deux ringages
de la SIT sont automatiquement réalisés pour éliminer les billes de la ligne de prélévement.

Le message suivant est affiché lorsque le QC quotidien a réussi. Pour visualiser le rapport
de QC, cliquez sur View Report (Visualiser le rapport) ; (voir « Rapport de QC » en page 36).

+  Setup Completed

Daily QC has completed and PASSED!
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Sile QC a échoué, retirez le tube ou la plaque et suivez les consignes qui s'affichent. La solution
recommandée dépend du probleme identifié.

/A Daily QC Failed

Daily QC failed to place the QC beads on scale.

Please try the following:

1. Make sure the concentration of your beads sample is appropriate
(between 100 - 1000 events per second).

2. Go to Acquisition to run your beads sample in an experiment and make
sure your sample is appropriate.

3. Remix your beads sample run QC again.

If the problem persists, please contact Cytek Service.

Vous pouvez maintenant analyser les contrdles de référence, le cas échéant, ou acquérir des
échantillons.

Rapport de QC

Une fois le QC quotidien terminé, un rapport de QC est généré. Ce rapport inclut les sections
suivantes :

L'en-téte indique I'état du QC (réussite ou échec), le nom de I'appareil, sa configuration, la date
a laquelle le QC quotidien a été réalisé, le nom de l'utilisateur qui I'a réalisé, le numéro de série
de lI'appareil, ainsi que le lot des billes SpectroFlo QC Beads et leur date de péremption.

La section des résultats présente le gain, le changement de gain, I'intensité médiane de
fluorescence des billes pour QC, le %rCV et un indicateur de réussite ou d'échec pour chaque
canal détecteur. La longueur d'onde centrale des détecteurs est indiquée entre parenthéses
a cOté de leur nom.

La section des parameétres laser contient les délais de tous les lasers non primaires, ainsi que
les facteurs d'échelle de l'aire pour tous les lasers et le détecteur FSC.

Criteres de réussite ou d’échec

Les critéres de réussite ou d’'échec sont les suivants :

Le %rCV ne doit pas dépasser 6 % pour le canal FSC
Le %rCV ne doit pas dépasser 8 % pour les canaux SSC et SSC-B
Le %rCV ne doit pas dépasser 6 % pour le troisiéme canal de chaque laser (V3, B3 et R3)

Le % changement de gain pour tous les canaux ne doit pas dépasser 100 % depuis le
dernier QC quotidien réalisé par le personnel de Cytek.

Les rapports de QC sont automatiquement exportés au format CSV dans le dossier Setup
(Configuration) : C:\CytekbioExport\Setup. Le nombre de rapports figurant dans la liste de
I'écran Reports (Rapports) peut étre défini dans les Préférences. Voir « QC Setup Preferences
(Préférences de QC et configuration) » en page 91 pour plus d'informations.

Un exemple de rapport de QC est présenté ci-dessous.
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Daily QC Report

Setup Status: PASSED Date: October 28,2017 - 17:03PM
Cytometer Name: MyCyto User: Admin
Configuration: 3-Lasers-V16-B14-R8 Serial Number: RO001
QC Beads
LotID: 1002 Expiration Date: December 31,2019
Laser Detector Gain Gain Change  Median % rCV Status
(nm) (x1000)

Blue FSC 174 -26 1,843.2 257 (V]
Violet SSC 342 9 2,087.8 4.45 (V]
Violet V1 (428) 381 55 202.2 3.96 (V]
Violet V2 (443) 212 19 205.7 3.97 (V]
Violet V3 (458) 201 17 202.5 4.11 (V]
Violet V4 (473) 153 19 2441 3.98 (V]
Violet V5 (508) 197 13 302.0 4.04 (V]
Violet V6 (528) 248 12 2431 4.04 (V]
Violet V7 (549) 233 13 182.7 4.01 (V]
Violet V8 (571) 256 19 1231 3.79 (V]
Violet V9 (594) 251 14 102.5 3.80 (V)
Violet V10 (618) 381 18 91.0 3.78 (V]
Violet V11 (664) 638 46 726 3.73 (V]
Violet V12 (692) 974 59 60.6 3.71 (V]
Violet V13(720) 530 36 315 3.75 (V]
Violet V14 (750) 531 40 21.0 3.88 9
Violet V15 (780) 793 75 10.8 5.96 (V]
Violet V16 (812) 461 35 4.2 7.93 (V]

Blue B1(508) 231 2 14.1 2,62 (V)

Blue B2 (528) 242 -10 38.7 2.03 (V]

Blue B3 (549) 221 -10 94.4 1.63 (V]

Blue B4 (571) 240 -13 134.2 1.66 (V]

Red R7 (783) 895 -9 794 5.85 (V]

Red R8 (812) 326 0 393 6.11 (V]

Laser Settings

Laser Laser Delay Area Scaling Factor
Violet -24.95 1.19

Blue 0.00 1.20

Red 27.50 0.85

FSC Area Scaling Factor: 1.24

Specifications

FSC % rCV: <6 (Recommended)

SSC % rCV: <8 (Recommended)

V3 % rCV: <6 (Recommended)

B3 % rCV: <6 (Recommended)

R3 % rCV: <6 (Recommended)

All Channels % Gain < 100 (Recommended)
Change:
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Controles de référence

Les contrdles de référence, obtenus en faisant I'acquisition d’échantillons non marqués et mono-
marqueés, fournissent les spectres de fluorescence nécessaires a la déconvolution des données.
Des billes ou des cellules peuvent étre marquées pour servir de contréles de référence. Ces controles
peuvent étre inclus dans le groupe de référence de I'expérience lors de l'acquisition, ou ils peuvent
étre acquis en tant que contréles de référence dans le module QC & Setup (QC et configuration).
Si l'acquisition des contrdles de référence est réalisée via le module QC & Setup (QC et configuration),
ils sont conservés et peuvent étre utilisés comme controles de référence pour la déconvolution
dans les expériences ultérieures.

Un assistant vous guide dans la procédure d’enregistrement des contrdles de référence.

Acquisition des contréles de référence

Pour créer des controles de référence, vous devez sélectionner les fluorochromes, choisir le type de
contrdle (billes ou cellules), puis marquer le nom des fluorochromes ou marqueurs de fluorescence
(par exemple, a l'aide de la nomenclature CD). Vous pouvez également ajouter des fichiers FCS
existants lors de I'acquisition des contrdles de référence.

Réalisez le QC quotidien pour vérifier que I'appareil fonctionne de facon optimale avant de faire
I'acquisition des contrdles de référence.

1 Sélectionnez Reference Controls (Controles de référence) dans le module QC & Setup (QC et
configuration).

2 Sélectionnez New Reference Controls (Nouveaux contrdles de référence) dans l'onglet Reference
Controls (Contrbles de référence).

Un assistant s'ouvre qui vous permet de créer de nouveaux contréles de référence. Vous pouvez
également ajouter des fichiers FCS existants.

QC & SEtUp Reference Controls

&3 tometer QC B Update Raferonce Cantrel Name Label Control Type

Vs Reference Controls » FHIC

» PE
» PerCP
» PerCP-Cy55

» APC

I]__ Benchmark

» Unstained Calibrite

3 Sélectionnez les fluorochromes. Le volet de gauche affiche les groupes de fluorochromes
présents dans la bibliotheque.

+ Cliquez sur la fleche a gauche du nom du groupe des fluorochromes pour afficher les
fluorochromes du groupe. (Les groupes de fluorochromes par défaut sont Blue Laser
[Laser bleu], Red Laser [Laser rouge], Violet Laser [Laser violet], Fluorescent Proteins
[Protéines fluorescentes] et Viability Dyes [Colorants de viabilité] ; ils contiennent une
liste des fluorochromes courants excités par le laser correspondant).
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+ Dans la liste développée des fluorochromes, sélectionnez ceux qui sont utilisés dans
I'expérience. Une fois sélectionnés, les fluorochromes apparaissent dans le volet de sélection
a droite. Vous pouvez choisir les fluorochromes par glisser-déposer, double clic ou a l'aide du
bouton Add (Ajouter). Plusieurs fluorochromes peuvent étre sélectionnés en méme temps.
Confirmez les fluorochromes sélectionnés, puis cliquez sur Next (Suivant).

B REMARQUE : la liste des fluorochromes peut étre modifiée dans la bibliotheque. Vous pouvez
utiliser la bibliotheque pour ajouter des fluorochromes qui ne sont pas présents dans la liste
par défaut. Voir « Fluorescent Tags (Fluorochromes) » en page 72 pour plus d'informations.

2+ (Create Reference Controls

Define Fluorescent Tags Define Controls

Library Type to filer Selection
v Blue Laser Al

GFP PE

BBE13 PerCP

Aleews Fluor 468

FITC

¥R

Alexas Fluor 532

PE

tdTomato

Définissez le ou les contrdles non marqués.

Choisissez un controle de type « single-stained fluorescent tag tubes » [tube mono-marqué] ou
« new, separate, unstained tube(s) » [nouveau(x) tube(s), a part, non marqué(s)]. Si vous utilisez
un contrdle avec une population positive uniquement, vous devrez avoir un contréle non
marqué du méme type que I'échantillon marqué.
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Des billes ou des cellules peuvent étre marquées et définies comme types de contréles. Si vous
sélectionnez Use new, separate, unstained tube(s) [Utiliser un ou des nouveau(x) tube(s), a part,
non marqué(s)], vous pouvez ajouter d’'autres tubes non marqués au besoin. Sélectionnez alors
le tube non marqué spécifique dans la colonne Negative Control (Controle négatif) du tableau
Fluorescent Tags (Fluorochromes) ci-dessous.

2+ Create Reference Controls

Define Fiuorescent Tags Define Controls

Define Unstained Contral(s)

O Use from Single Stained Fluarescent Tag Tubes

@) Use new, separate, unstained tube(s)

Name Control Type

Negative 1 Beads -

QO Add

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Negative Control
FITC ~ Beads -

PE ~  Beads -

PerCP ~  Beads -

5 Définissez le type de contrdle (billes ou cellules) pour chaque fluorochrome dans le tableau
Fluorescent Tags (Fluorochromes).

6 (Facultatif) Saisissez les marqueurs associés au fluorochrome pour faciliter l'identification
et le suivi.

7 Sicela s'applique, saisissez le ou les numéros de lot des contrdles de référence.
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B REMARQUE : si vous avez sélectionné Label/Lot Specific Unmixing (Déconvolution spécifique
au marqueur/lot) dans Acquisition Preferences (Préférences d'acquisition, voir page 81),

le logiciel va effectuer une recherche dans la bibliothéque et les groupes de référence de
I'expérience pour trouver des contréles de référence ayant les mémes valeurs de fluorochrome,
marqueur et lot afin d'utiliser le contréle correspondant pour la déconvolution.

Define Unstained Control(s)

O Use fram Single Stained Fluorescent Tag Tubes

2 Lise new, separate, unstained tube(s)
Name Control Type
Unstained 1 Beads -
Unstained_2 Beads -

o

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Lot
FITC =  Beads -
PE ~  Beads -
PerCP - Beads -

8 Une fois les contréles définis, cliquez sur Next (Suivant).

9 Chargez I'échantillon de contr6le sur le SIP et cliquez sur Start (Démarrer) pour prévisualiser
les données. Cette étape vous permet de faire en sorte que toutes les populations de tous
les échantillons de contrdle sont a I'échelle voulue. Si nécessaire, il est possible d'ajuster les
parametres de gain.

Les parameétres de gain peuvent étre ajustés pour tous les canaux et pour chaque module
détecteur laser. Ajustez le détecteur a l'aide de la fonction All Channels % (% tous canaux).
Ajustez le méme pourcentage pour tous les lasers afin de maintenir la signature du fluorochrome.
Pour enregistrer ce parameétre personnalisé, cliquez sur le bouton Save (Enregistrer) dans le
volet Instrument Control (Contréle de I'appareil) et donnez-lui un nouveau nom.

Instrument Control £

User Settings: CytekAssaySetting (Cytek)

GAIN THRESHOLD SIGNAL LASERS
FSC SSC SSC-B
50 50 50
Violet Blue
4 n 13 13 12
9 9 5 4 3
1 0 0 0 0
0
All Channels %: 0
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B REMARQUE : CytekAssaySetting a été créé en mesurant la résolution optimale de lymphocytes
humains marqués pour CD8 et CD4 avec différents fluorochromes. Ces parametres peuvent
servir de point de départ pour la majorité des applications dimmunophénotypage.

L'écran Adjust Settings (Ajuster les parametres) vous permet de visualiser les données pour
vérifier que les particules fluorescentes a marquage positif sont a la bonne échelle. Ajustez

le seuil et les gains FSC et SSC. Le gain FSC peut étre ajusté de 1-1 000. Le gain SSC et le gain
des canaux détecteurs peuvent étre ajustés de 10-10 000. Si la population positive est hors
échelle pour I'un des canaux détecteurs, abaissez le gain de ce module, puis abaissez du méme
pourcentage pour chaque laser dans l'appareil. Cela permettra de préserver la signature du
fluorochrome.

Si la population positive n'est pas suffisamment séparée de la population négative dans un
canal donné, vérifiez que CytekAssaySetting est sélectionné, car ces parametres permettent
une résolution adéquate. Si la population positive n'est toujours pas clairement séparée de la
population négative, passez en revue la procédure de préparation et de marquage de I'échantillon.

Une fois que les paramétres de gain ont été confirmés, les contréles non marqués et de
référence sont préts pour l'acquisition.

B REMARQUE : il est possible que les marqueurs de faible intensité ne soient pas séparés de la
population négative, indépendamment du réglage du gain.

£+ Create Reference Controls

Define Flucrescent Tags Define Controls Adjust Settings Run Contrals QC Controls

3 [bGain Optimization_Tube Event Rate: 1573 Total Events Collected: 21880 Time Elapsed: 13

All Events
Gain_Optimization_Tube : Ready ] v aom
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10 Prévisualisez les données des controles restants en cliquant sur Stop (Arrét), puis :

* Mode Tube : en chargeant le contréle suivant sur le SIP et cliquant sur Start (Commencer).
* Mode Plaque : en sélectionnant le contrdle suivant et cliquant sur Start (Commencer).

11 Sélectionnez Next (Suivant) lorsque les paramétres de gain sont satisfaisants. Poursuivez
I'acquisition des contrdles.

12 Sivous étes en mode Tube, placez un tube de particules appropriées mono-marquées sur le SIP.
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13

14

15
16

Cliquez sur Record (Enregistrer) pour commencer I'acquisition.

Assurez-vous de suivre l'ordre de la liste du volet gauche.

Au cours de l'acquisition, le tracé du spectre de chaque contrdle fluorescent s'affiche. Les tracés
montrent l'intensité moyenne de fluorescence (MFl) du fluorochrome pour tous les canaux de
tous les lasers (axe horizontal).

Si les criteres d'acquisition ne sont pas remplis dans un délai de 15 minutes, I'acquisition cessera.

+ Create Reference Controls

Define Fluorescent Tags  DefineControls  Adjust Setings Run Controls  QC Contrals

Control £ FSC Log 1 SSC Log Event Rate: 805 Total Events Collected: 11776 Time Elapsed: 25

3 B FEdeadn o o FITC Positive FITC
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Pendant l'acquisition, vous pouvez obtenir des informations spectrales en déplacant le
polygone de fenétrage sur le graphique FSC-A vs SSCA pour inclure la population d'intérét.

Maintenez la touche Ctrl enfoncée en ajustant le fenétrage pour déplacer le polygone de
fenétrage sur tous les diagrammes de dispersion a la fois. La population filtrée par le fenétrage
apparait sur I'histogramme, qui est réglé approximativement sur le canal d'émission maximale
du fluorochrome a acquérir. Le spectre d’émission de la population est affiché sur le tracé

du spectre.

Ajustez le fenétrage positif de I'histogramme. Le logiciel affiche automatiquement le spectre
d’émission des particules positives sur le tracé du spectre. Le logiciel SpectroFlo positionne le
fenétrage par défaut au niveau ou a proximité du canal d'émission maximale. Le fenétrage peut
étre sélectionné manuellement. Il est préférable de placer le fenétrage sur I'émission la plus
intense, car cela facilite la distinction entre les populations positives et négatives et permet de
mieux visualiser le spectre.

B REMARQUE : les résultats de la déconvolution ne sont pas altérés par la position du
fenétrage d'intervalle sur le tracé du spectre.

Réajustez le fenétrage positif et/ou négatif de 'histogramme, si nécessaire.
Continuez d'enregistrer chaque contréle.
Sélectionnez Save (Enregistrer) pour enregistrer les contrdles de référence.

Les fichiers FCS des contrOles de référence enregistrés sont conservés dans le dossier Export
Setup (Export configuration) par défaut ou dans le dossier par défaut que vous avez désigné.
Voir « Storage Preferences (Préférences de stockage) » en page 90 pour plus d’informations.
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Réglage de contréles de référence comme repéres pour le QC des contréles de référence

Vous pouvez sélectionner des contrdles de référence pour qu'ils soient utilisés comme reperes
pour le QC. Les contrdles de référence ainsi sélectionnés vous permettent de vérifier la qualité

de vos contrdles de référence avant la déconvolution. Si un contrdle de référence est sous-optimal,
le repére indiquera si les spectres du contrdle de référence ont I'aspect attendu. Si vous choisissez
de ne pas définir de contréles de référence comme repéres, le contréle de référence acquis lors
du QC et de la configuration ou de I'expérience sera utilisé tel quel, sans vérification de sa qualité.

REMARQUE : avant d’enregistrer un contrdle de référence comme repére, assurez-vous qu'il est
entierement optimisé.

1 Sélectionnez Reference Controls (Contréles de référence) dans le module QC & Setup (QC et
configuration).

2 Sélectionnez Benchmark (Repére) dans I'onglet Reference Controls (Contrdles de référence).

QC & Setup Reference Contrals

BT  Cytometer QC U Update Raforarice Cantrols Name Label Control Type D:

n Reference Controls » FITC

My New Reference Contrals

s PE

* Import » PerCP

4+ Export » PerCP-Cy55

s Unstained Calibrite

3 Sélectionnez les contrdles de référence a utiliser comme reperes.

Cliquez sur All (Tous) pour sélectionner tous les contréles de la liste.

. Choose Benchmark Controls

Select which benchmark controls

O Al Fluorescent Tag
(] FITC (Beads) -
O PE (Beads) -

4 Cliquez sur Save (Enregistrer).
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Mise a jour des contrdles de référence

Vous pouvez avoir besoin de mettre a jour les contréles de référence dans 'un des cas suivants :

+ Apres une réparation majeure de l'appareil

+ Silefluorochrome présente des signes d'instabilité entrainant des changements de son spectre
d’émission

+ Siles protocoles de marquage sont modifiés, par exemple : des tampons ou fixatifs différents
sont utilisés

L'onglet Reference Controls (Contrdles de référence) affiche les contrdles de référence enregistrés
dans la bibliotheque. Cliquez sur la fleche a c6té du nom du contrdle pour afficher les détails.
Pour mettre a jour les contréles de référence

1 Sélectionnez Update Reference Controls (Mettre a jour les contréles de référence) dans
I'onglet Reference Controls (Contréles de référence) du module QC & Setup (QC et configuration).

Un assistant s'ouvre qui vous permet de mettre a jour les controles de référence.

QC & SEtUp Reference Controls

Pl Reference Controls

£y New Reference Controls

m Cytometer

2 Suivez les étapes 3 a 11 dans « Acquisition des contrdles de référence » en page 38.

Levey-Jennings Tracking (Suivi de type Levey-Jennings)

Les rapports Levey-Jennings suivent le gain et les CV pour tous les canaux détecteurs, ainsi que
les délais et les facteurs d'échelle de l'aire pour chaque laser au fil du temps. Cela vous permet de
visualiser la performance du systeme. Sélectionnez le ou les parametres dont vous souhaitez faire
le suivi.

Les graphiques présents dans le rapport vous indiquent les erreurs aléatoires ou les variations et
tendances des données de chaque parameétre. Les données des 30 derniers jours, des 3 derniers
mois ou des 12 derniers mois peuvent étre incluses dans les rapports.

1 Sélectionnez une case de paramétre pour afficher le graphique Levey-Jennings.

2 Utilisez I'option Save Selection (Enregistrer la sélection) pour enregistrer les paramétres
de suivi LJ.
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3 Pour exporter les données Levey-Jennings sous forme de fichier .csv, cliquez sur Export Data

(Exporter les données).

B Criometer ¢ AP Livey-duniings Trsthing

O Last 30 days
@ i % Last 3 manths

O Last 12 months O Refrash

Laser/Channel & Gain B % v
3 Vislet = =
y Ble = =
» FRed ] =

Laser Laser Delay Area Sealing Factor
Violet o o
Bhio o
Rieel u} =]
F5C Arw t
8 ! + t Dat.
® o
B -
A A

Parameétres de gain
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Le niveau d’amplification du signal appliqué a chaque canal détecteur peut étre réglé en
augmentant ou en réduisant la valeur de gain appliquée. Les gains de chaque canal détecteur
peuvent étre enregistrés et font collectivement partie des parametres utilisateur. Les parametres
de gain de l'utilisateur sont conservés sous forme de ratio par rapport au QC quotidien. Chaque
fois que le QC quotidien est effectué, les parametres utilisateur sont ajustés en conséquence.
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Plages d’'alarmes

Vous pouvez régler une alarme qui vous avertit lorsque le gain et le %rCV sont en dehors des
critéres de réussite que vous avez définis. Ceci modifie les données aberrantes (affichées en rouge)
dans les graphiques L. Sélectionnez I'option Alarm Range (Plage d’alarme) dans I'onglet Cytometer
QC (QC du cytomeétre), puis ajustez la plage d'écarts-types positifs ou négatifs pour les détecteurs
individuels de chaque laser.

Acquisttion

B Cytometer QC A Alarm Range Parameter Alarm Criteria Min Max
~ Reference Controls B s » Gain +f- 35D -
& ¥ Violet +/- 350 :. y ]
»  Blue +/- 350 -
» Red +/= 35D - ) o
v %Y +/- 35D - 0.00
»  Violet +/- 35D v
s Blue +- 35D - 000
»  Red +/- 35D -
v Laser Delay +/- 35D -
Violet +/- 35D -
Red +/- 35D -

~ Area Scalina Factor +f- 35D - 110
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5

Acquisition

Données brutes et déconvoluées

Le logiciel SpectroFlo enregistre les données de cytométrie en flux au format FCS 3.1. Les données
sont enregistrées sous deux formats, données brutes et déconvoluées Les données brutes
contiennent toutes les informations concernant la fluorescence de chaque détecteur (V1, V2, V3,
etc.). Chaque canal de détection est désigné par son laser d’excitation et sa position dans le module
de détecteurs. Par exemple, B3 est le troisieme canal du module de détecteurs du laser bleu.

Les données déconvoluées contiennent toutes les informations concernant la fluorescence

de chaque fluorochrome de I'expérience. Pour la déconvolution des données, il est nécessaire

de disposer de contrdles marqués avec un seul fluorochrome (ou contréles de référence) pour
chaque fluorescence, ainsi que d'un contrdle non marqué. Lors de la déconvolution, un algorithme
mathématique est utilisé pour décomposer les composantes fluorescentes de I'échantillon a l'aide
des controles de référence. Les parametres des données déconvoluées seront affichés avec le nom
du fluorochrome et leurs marqueurs associés.

Le module Acquisition fournit les outils nécessaires a la création d'une expérience. Une expérience
est un ensemble de tubes, de parameétres, de critéres d'acquisition (regle d’arrét d'acquisition),
de fluorochromes, de marqueurs et de feuilles de travail servant a l'acquisition des échantillons.
Voir « A propos des expériences » en page 19.

Les nouvelles expériences et celles qui ont été enregistrées peuvent étre créées ou importées dans
I'onglet Experiments (Expériences) du module Acquisition.

Déconvolution et compensation

La déconvolution spectrale des fichiers FCS bruts peut étre réalisée selon les méthodes suivantes :

* Groupe de référence de I'expérience - les contrdles de référence recueillis sous forme de
fichiers FCS au cours de I'expérience peuvent étre utilisés pour la déconvolution a l'aide de
I'assistant de déconvolution dans le module Acquisition.

« Contrdles de référence acquis dans le module QC & Setup (QC et configuration) - ceux-ci
peuvent étre utilisés pour la déconvolution a l'aide de I'assistant de déconvolution dans le
module Acquisition.

« Déconvolution dans le module Extra Tools (Outils supplémentaires) - les fichiers FCS recueillis
au cours d'autres expériences peuvent étre déconvolués dans le module Extra Tools (Outils
supplémentaires). Les fichiers FCS peuvent étre importés et déconvolués dans ce module.

Il est également possible d'effectuer une compensation des fichiers FCS bruts selon la méthode
conventionnelle, a 'aide de l'onglet Virtual Filters (Filtres virtuels) du module Extra Tools (Outils
supplémentaires). Les canaux de détection peuvent étre compartimentés ensemble pour simuler
une analyse des données comme si elles avaient été acquises avec un filtre. Voir « Filtres virtuels »
en page 115 pour plus d'informations.
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Paramétrage d’'une expérience

Une expérience peut étre enregistrée sous forme de modeéle ou créée pour étre utilisée une seule
fois. Pour paramétrer une expérience dans le logiciel SpectroFlo :

1 (Facultatif) Saisissez un nom et une description pour I'expérience. Un nom par défaut est fourni.
2 Précisez le fluorochrome utilisé dans I'expérience.

3 Définissez le groupe de référence et les fluorochromes, marqueurs et numéros de lot associés
aux références, selon le cas.

4 Ajoutez des marqueurs et numéros de lot a chacun des fluorochromes.

5 Ajoutez des mots clés personnalisés. Les mots clés personnalisés peuvent étre définis dans
la bibliotheque.

6 Sélectionnez une feuille de travail d’acquisition (cela peut étre une nouvelle feuille ou un modele).

7 Définissez les critéres d'acquisition (regle d'arrét selon les événements, le temps ou le volume).

Vue d’ensemble d'une expérience d’'acquisition

Le module Acquisition fournit les éléments nécessaires a la collecte des données durant
I'expérience.

Cliquez sur I'icbne Experiment (Expérience) dans le volet de gauche pour ouvrir un modele
d’expérience (Template), I'expérience par défaut (Default) ou une nouvelle expérience (New) a l'aide
de l'assistant.

ACQUISIthﬂ Experiment

Select an experiment

.? B2 Default
a‘ )
]
I:| T t
4+ Import
n My Exp 7V

Affichage de I'expérience

L'affichage de I'expérience dans le module Acquisition inclut les volets suivants. Pour afficher,
masquer ou désancrer (dissocier) ces volets de 'expérience, cliquez sur l'icbne correspondante
dans le coin supérieur droit du volet.

Liste groupe-tube et hiérarchie

Les échantillons sont présentés dans une liste en haut a gauche de I'écran. Ils peuvent étre
organisés en groupes. Utilisez les icones (¥) Tube et (¥) Group (Groupe) pour ajouter les tubes et les
groupes. Si un chargeur est utilisé, cliquez sur Add Plate or Rack (Ajouter une plaque ou un portoir)
pour ajouter un nouveau porte-échantillons. Cliquez sur Plate View (Vue de la plaque) pour afficher
une image graphique du porte-échantillons au lieu de la liste des groupes.
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Cliquez sur Save (Enregistrer) pour enregistrer les modifications apportées a I'expérience, ou cliquez
sur Save As (Enregistrer sous) pour enregistrer un modele d'expérience. Cliquez sur Edit (Modifier)
pour modifier 'expérience. Des feuilles de travail peuvent étre attribuées a I'expérience, aux groupes
ou a des tubes individuels.

Mode Tube

Experiment_004

B % / /Y %

v BB Group_001

- [ Tubeoo1

Acquisition Control (Contréle de I'acquisition)

Le volet Acquisition Control (Contréle de I'acquisition) vous permet de démarrer, d'arréter et
de mettre en pause une acquisition, d'enregistrer les données et de redémarrer les compteurs
d'acquisition. Les contréles de 'acquisition sont activés lorsqu’un tube est présent sur le SIP.

Pour afficher, masquer ou désancrer (dissocier) ce volet de I'expérience, utilisez les icbnes ancrer/
désancrer et masquer dans le coin supérieur droit.

Acquisition Control
Tube_001 : Ready @
| I
SIT
£ ‘@
Start Record SIT Flush
Flow Rate: Low - @ ul/Min:  0.00
Event Rate: 0 Abort Rate: 0

Threshold Count: 0 @
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:55)

Events to Display: 2,000
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Le tableau ci-dessous décrit les contrdles du volet Acquisition Control (Contrdle de I'acquisition).

N° Controle Description
1 Start (Démarrer) / Les contrdles Start (Démarrer) et Record (Enregistrer) sont activés
Record(Enregistrer)/ | lorsqu’un tube est présent sur le SIP.
Pause / Stop Sélectionnez Start (Démarrer) pour commencer I'acquisition.
(Arréter) / Restart Sélectionnez Record (Enregistrer) pour enregistrer les données.
(Redémarrer) Cette option permet également de démarrer I'acquisition.
Sélectionnez Pause pour mettre en pause l'acquisition. Pendant
la pause, vous pouvez ajuster le débit. Sélectionnez Record
(Enregistrer) de nouveau pour poursuivre l'acquisition.
Sélectionnez Stop (Arréter) pour arréter I'acquisition.
Sélectionnez Restart (Redémarrer) pour redémarrer les compteurs
d'acquisition. Tous les événements et les résultats affichés sont
actualiseés.
Les options Stop (Arréter) et Restart (Redémarrer) sont activées
lorsque Start (Démarrer) est sélectionné.
Les options Stop (Arréter) et Pause sont activées lorsque Record
(Enregistrer) est sélectionné.
2 SIT Flush (Rincage Sélectionnez pour réaliser un rincage de la SIT.
de la SIT)
3 Flow Rate (Débit) Sélectionnez Low (Faible, 15 pl/min), Medium (Moyen, 30 pl/min)
ou High (Elevé, 60 pl/min). Le débit exact est affiché.
4 Event Rate (Taux Affiche les dénombrements en temps réel au cours de
d’événements), I'acquisition.
Abort Rate (Taux
d'annulation),
Threshold Count
(Dénombrement
seuil), Time Elapsed
(Temps écoulé)
5 Events to Display Saisissez le nombre d'événements a afficher pendant l'acquisition.

(Evénements
a afficher)
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Instrument Control (Contréle de l'appareil)

Le volet Instrument Control (Contrdle de I'appareil) comporte les onglets Gain, Threshold (Seuil),

Signal et Lasers, qui sont utilisés pour régler I'appareil.

Dans User Settings (Parameétres utilisateur), vous pouvez sélectionner CytekAssaySetting,
Default (Défaut) ou des parametres utilisateur enregistrés pour I'expérience. Nous vous
recommandons d'utiliser CytekAssaySetting comme point de départ. Ces parameétres fournissent
la résolution optimale pour chaque canal, prennent en charge les signaux intenses et minimisent
la dispersion. Lorsque vous utilisez CytekAssaySetting, vous ne devrez ajuster que les gains FSC,

les gains SSC, et Threshold (Seuil).

Instrument Control

User Settings:  CytekAssaySetting

B [

GAIN

FSC
299 %

Vialet

V1

1153 3
V5

225 &

V9

258 &
viz

491 *

B Save As

THRESHOLD SIGNAL

55C SSC-B
656 o 456 3
Blue Red
W VE]
406 3352
Ve V7
254 % 283 2
Vo V11
561 % 548 5
V4 V15
544 7 844

All Channels %:

LASERS

O

=

GAl

THRESHOLD SIGNAL

Threshold Operator: O Or @ And

LASERS

©)

LASERS

Channel Threshold

FSC - 100,000

GAIN THRESHOLD SIGMAL
Window Extension: 2.00

FSC Area Scaling Factor: 0.87

Laser Area Scaling Factor
Violet 119

Blue 0.93

Red 0.59

Laser Laser Delay

Viclet -24.33

Blue

Red 28.75

GAIN THRESHOLD SIGNAL LASERS

Scatter Channels

:FSC B Area B Height OO Width
55C [ Area [ Height O Width
:ESC-E & Area B Height O Width

Fluorescence Channels

Laser Area Height Width
Violet & /] O vs
Blue = ] [0 B8
Red = = O RS

Le tableau ci-dessous décrit les onglets du volet Instrument Control (Contrdle de I'appareil).

®

NO

Onglet

Description

Gain

Le gain peut étre ajusté pour tous les canaux de détection et tous les lasers

en utilisant les fenétres de saisies de gain. Le gain FSC peut étre ajusté de

1-1 000. Le gain SSC et le gain du détecteur de fluorescence peuvent étre

ajustés de 10-10 000. Pour changer la valeur du gain, voir « Acquisition

Preferences (Préférences d'acquisition) » en page 80.

Utilisez I'option All Channels % (% tous canaux) pour augmenter ou réduire
d’'un certain pourcentage sélectionné tous les gains d’'un laser sélectionné.

Threshold
(Seuil)

Utilisez 'onglet Threshold (Seuil) pour régler le parametre de seuil et la
valeur de seuil minimale du canal. Plusieurs parametres peuvent étre réglés
comme seuil a I'aide des opérateurs AND (ET) et OR (OU). L'opérateur
OR (OU) est utilisé lorsqu’au moins un parameétre est disponible.
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N° Onglet Description

3 Signal Utilisez 'onglet Signal pour sélectionner l'aire, la hauteur ou la largeur de
chaque signal. L'aire et la hauteur peuvent étre sélectionnées pour tous
les canaux. La largeur ne peut étre sélectionnée que pour un seul canal
par laser.

4 Lasers Utilisez 'onglet Lasers pour régler le facteur d’échelle de l'aire et le délai du
laser. Ces valeurs sont automatiquement réglées et mises a jour dans tous
les parametres d'utilisateur lorsque le QC quotidien est exécuté.

B REMARQUE : si les cellules analysées sont de grande taille et que le
réglage le plus bas du gain FSC ne permet pas de voir les cellules, abaissez
le facteur d'échelle de l'aire FSC (a 0,5 par exemple).

Worksheet (Feuille de travail)

La feuille de travail vous permet de visualiser les données sous forme de graphiques et de créer
des graphiques, des statistiques, une hiérarchie des populations et des fenétrages. Cliquez sur
I'icone de feuille de travail dans le volet de gauche pour sélectionner, importer, enregistrer et
imprimer les feuilles de travail.

*Qbsure 9-11-17 VORKSHEETS Default Raw Worksheer = () REFORTS | Reports ~ | @)
B - ] / = )
Save  SaveAs Edit &) & e B ¥ lu k¢ C HHBEBDODZI B A A8 & B
« I Group 001 .
I t: o
° B Tubeoon 1M f’en = Statistics Population Hierarchy
- P1 Group_001 - Tube_001 Group_001 - Tube_001
14M =
- Gate  Median FSC-A  Medlan SSC-A  Medlan Vi-A  Medlan V2-A Population ]
= 1M e ,\; g
2 e v Al Event
prem, +~ B =
T L R
ﬁ 8|7 1M 1AM 1TM
-
FSC-H
B Tube E Group
BLUE CHANNELS RED CHANNELS VIOLET CHANNELS
Acquisition Control v @ 100 1 100
Tube_001 0] a0 ad
B 60- B 60- B 60-
H £ H
g £ £
£ 40+ £ 20+ & a0
Flow Rate: Low - ul/Min:  11.82
P
Event Rate: 100 29 L 29 2
Abort Rate: 0 _FA
0=t T T B | 0 T | FES T T L
Threshold Count: 464 -1t 0 10t 10 it -0t 0 Rl 0 1w -0t 0 Rl w0 w0
Time Elapsed:  00:00:01 (HH:MM:SS) iy i ki ik
1.0K 1!
Events to Display: 2,000
80+
800 804
B 609
600-] - s -
Instrument Control - £ 2 E "
H
& £ a0 £
400+ £ a0
User Settings:  Default -
R - 204
B sae B saea l 204
GAIN  THRESHOLD  SIGNAL  LASERS 0 " T T u_—ms B | AR ¢ AP 0 T
"
o 10 10 10° 10f - A0 o ) 0t <
Fsc ss¢ 24 va-A %
100 1001 100
357 % 426 &
Viclet Blue Red 80 a0 ; P
Vi vz v V4 gl e L 3
422 2 399 2 a7 302 = g £ "
. s - 5 H H i H |
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Barre d'outils de la feuille de travail

Une barre d'outils en haut de la zone de la feuille de travail vous permet d'annuler/rétablir, de faire
un zoom avant ou arriére, de créer des graphiques, des fenétrages, des statistiques, une hiérarchie
des populations, d'annoter et d’enregistrer la feuille de travail, de I'imprimer ou de I'enregistrer au
format PDF. Survolez une icdne pour afficher une description et un raccourci clavier.

Rla Qe uw ¢ c¢cHMHBBRBIDE:I:®BALSATZ:?2 & B 0

Plots (Graphiques)

Quatre types de graphiques peuvent étre créés dans la feuille de travail :
+ dot plots (graphiques par points)

« pseudocolor plots (graphiques en pseudo-couleur ou de densité)

+ histogram plots (histogrammes)

+ spectral plots (graphiques spectraux)

Pour modifier les propriétés d'un graphique, faites un clic droit et sélectionnez Properties
(Propriétés). Vous pouvez sélectionner le type de graphique, les parametres, I'échelle, la couleur

de fond et les marqueurs.

Plot Properties Density Plot Options

General Density Levels: 152
Plot Gate: Tube_001_All Event: + Miscellaneous
Background Color:
Plot Type: Pseudocolor Plot
[] Include Plate Name
Parameters
[J Include Group Name
X Axis Parameter FSC-A -
& Include Tube Name
Xk Scale Linear b ¥ Include Population Name
Y Axis Parameter SSC-A - [J Include Custom Title
Y Axis Scale Linear v
Layout
Width 300 Height 300
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Gates (Fenétrages)

Les types de fenétrage sont les suivants :
* rectangle

+ ellipse

+ polygone

* intervalle

* quadrants articulés

« quadrants échelonnés (sélectionnez et faites glisser la poignée de décalage pour déplacer les
limites des quadrants vers le haut ou le bas)

* Dbinaire

CD19+
INaive B Cefis IgD+ Memory B Cells]

10°
} Cliquez sur le curseur et faites-le glisser pour
L A Ry / déplacer les limites des quadrants vers le

g e haut ou le bas

10°

10" <

IgD cFluer BYGEET-A

DN Memory B Cell
- Memory B Cells

¥ -
o 10" 10° 10*
€D27 cFluor RB40-A

Gate Properties (Propriétés des fenétrages)

Les propriétés des fenétrages peuvent étre modifiées en faisant un clic droit sur le fenétrage.
Vous pouvez changer le nom du fenétrage, sa couleur et I'épaisseur des lignes de démarcation.
Vous pouvez également choisir d'afficher le nombre et/ou le % d’événements parents dans le
fenétrage ainsi que les parametres de fenétrage.

Gate Properties

Gate Name: P1
Gate Color: -
[ Count [J % Parent

Gate Boundary Line Weight: Normal v

Gate Borderline Color: .
Parameters

X Axis Parameter

Y Axis Parameter
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Fenétrages booléens (logiques)

Sélectionnez plusieurs fenétrages et faites un clic droit pour ouvrir un menu qui vous permet :

« d'intersecter les fenétrages avec l'opérateur AND (ET) - les événements présents dans tous les
fenétrages sélectionnés font partie de la population des fenétrages intersectés.

+ dejoindre les fenétrages avec l'opérateur OR (OU) - les événements présents dans au moins
un des fenétrages sélectionnés font partie de la population des fenétrages joints. Vous pouvez
attribuer une nouvelle couleur au fenétrage résultant ou conserver la couleur du fenétrage
d’origine (voir « Gate Properties (Propriétés des fenétrages) » en page 56).

Population Hierarchy
Experiment_D09-Group_001-Tube_001

Population % Parent * Count
v W e KA NA
« B - A A
H =~ A MR

m ~ Drelbete Gat NeR

Statistics (Statistiques)

Pour créer un tableau de statistiques, cliquez sur 'icbne des statistiques dans la barre d'outils de la
feuille de travail, puis cliquez sur la zone de la feuille de travail.

Hlaaerucooewmsao(@)ssmws 6B n
Cochez la case Population a c6té des populations dont vous souhaitez afficher les statistiques. Pour
ajouter une variable statistique, sélectionnez-la dans la liste Statistics Variable (Variable statistique).

Sélectionnez le parametre a ajouter pour cette variable. Plusieurs parametres peuvent étre
sélectionnés en méme temps.

Le logiciel inclut une variable counts/ul (nombre/pl) qui peut étre calculée pour tous les fenétrages.

Pour ajuster la précision de la valeur statistique, sélectionnez le nombre de décimales dans le
tableau Decimal Places (Décimales). Pour supprimer une variable, faites un clic droit sur I'en-téte
de la colonne et sélectionnez Delete (Supprimer).
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Vous pouvez ajouter des mots clés a une variable.

@ Create Statistics Table

Statistics Header

Select a Control to View

Available Controls Keyword @ Select All

» Custom keywords $PAR
@  Standard keywords sToT
$MODE
SNEXTDATA

$BYTEORD

$DATATYPE

0O O D O O 0O O

$BEGINDATA

Lorsque les statistiques ont été définies, vous pouvez les exporter dans un fichier au format CSV
a 'emplacement de votre choix. Les résultats statistiques peuvent étre ajoutés a la fin ou écrasés
si vous les exportez dans le méme fichier CSV.

Vous pouvez ajouter des mots clés a exporter au tableau des statistiques. Cliquez sur
'onglet Header (En-téte) dans la fenétre Create Statistics Table (Créer un tableau des statistiques)
et sélectionnez les mots clés a exporter.

@ Create Statistics Table

Statistics Header

Titke
Statistics Table 1
Add Statistics
Papulation Count % Parent % Grand Parent % Total Count/ul
& Population & Select All & Count S Parent @ % Grand Parent | [N
o v B AlEens & ¥ v = -I B single cells
= v W Singlecells o+ & “ o ! W ymphocytes
L] v [l ymphocytes o o 3 - | Eu:E
= « W co3. v ¥ = - M co4-co8+
L0+ CDBe
Seatistics Varisble Parameter Decimal Places s
Median -. FSC-H . Wedian o W coaecoe-
[Es] ‘ SSCH (L] [ B <vs-cpss
%y ‘ SSC-B-H ! Wy 2: 8 W coi-ciie
Mean ‘ _F-rl'_l.'-; .-J Mean [ W o
Max PE-A Ml [ W coii6e56).
Min g PerCP-Cy5.5-A Min 0 2-R2
Add Statistics
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Pour exporter les statistiques de plusieurs tubes, sélectionnez un groupe ou plusieurs tubes,

puis faites un clic droit pour sélectionner Batch Analysis (Analyse par lot). Des fichiers PDF et CSV
contenant les données de plusieurs tubes peuvent étre exportés.

Acquisition .

(0]

Acquisition

Immulus 20190950

=] -]

Save  Save As
Group

Reference Group

§oTube

»
v Samples
D1-PEMC_MC
D2-PEMC_FMM
D2-PEMC_MC
D2-FHA-EMM
D2-FHA_MC

D3-PEMC MC

B3-PHA-MC

rFrrrrrrec gD

Acquisition Control

Instrument Control

User Settings:  LyseNoWashAssaySetting

v Collapse All

B swe B ssveis
GANN THRESHOLD

Threshald Operator: O Or @ And

SIGNAL LASIRS

Channel Threschobd
FSC - 50,000
B9 - 2000

I

& e
B e

3 CT-20C-PEMC-Gates” @

Default Raw Worksheet 5

“"RREEMGGGHEHI'::A*!!BBHD

Batch Analysis

Plate List

-

+*

e FF R E

Samples

D1-PBMC_MC

D2-PEMC_FMM

D2-PEMC_MC

D2-PHA-EMM

D2 -FHA_MC

D3-PEMC_MC

D3-PHA-MC

Current Worksheet Immulus_20190910_CT-20C-PEMC-Gates

Statistics:

Statictics Table D -

Outpul Type

FDF

Mainé and Location

CACytekbioExporthBatchAnalysissmmulus_ 201 & 400DP ~

B sy

CACytekbioExpor tBatchAnalysiz\mmulus_201 ()

Analysis Controls

Mode |
Automiatic -

Start

Preview Time:0s
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Création d'une expérience par défaut

Vous pouvez utiliser I'option d'expérience par défaut pour démarrer rapidement une expérience.
L'expérience par défaut contient un ensemble de fluorochromes, mais tous les parametres sont
configurables par I'utilisateur.

1 Cliquez sur Default (Défaut) dans le menu Acquisition Experiment (Expérience d'acquisition).

ACC] u [Sith n Experiment

§ Select an experiment
. Default
? @ New

v

r—[j Template
¥ Import

‘ My Experiments

L'expérience par défaut s'ouvre avec une feuille de travail brute par défaut, plaque/portoir
de 40 tubes.

ACQUISHION tupmerens

[] Experiment_002 5 WORKSHEETS Delault Raw Workiheot © 3  REPOATS | Reports = | @)
. R T A Rla &2 b u ke CHBB@EDI B CI-IE O
i i All Events ) All Events Pl
s 8 AddRack ~  Callapse Al At 4aM
o "
Group 001
* - " o 1M
-+ 0 Tuseom L
- 3 i
2o oM
¥ E 1 o
Acquisition Control B E @
100 108
"
Tubw_001: Mot Ready - Tube not present -l
0 e ey — L T |
M oM LM dom o oM zoM  doM aoM e g e
F3A FC-A Channe!
Flow Rate: Low - ul/Min. 0,00
.\'IDR(T LASER N
Instrument Control rafic |
o 2] - - P o 2] = e 2] e 2]
User Settings  CytekAssaySetting (Cytek] - m 0 " w0 »
12 i ia }a
GAIN  THRESMND  SIGHAL Lasany - “ - « 4
0 E o ) n
F 550 § By —— O gy —— O gy § pppyrp———— 8 ey ———
TR R or ® woow ° woow ot ° woow w @ W W ° woow
= = = Vi Vi vid Va4 VA
wasiet u 8 Pl 5 o P1 = P i 4] Feagl L]
v v Wi “ 0 - L] . L]
4= n B2 13 2 - “ 4 @ “ “
j 0 j 4 4 \i an § 40 ! a0
Loader Settings L = i = L
> Tutse 001

@ sheath @ Waste @ cyometer @ Loader

2 Sélectionnez un porte-échantillons.

3 Cliquez sur Edit (Modifier).
Un assistant s'affiche, qui est identique a I'assistant de création d'une nouvelle expérience.

Suivez les étapes indiquées pour sélectionner des fluorochromes, ajouter des groupes et
définir des marqueurs, mots clés et parametres/feuilles de travail d'acquisition.
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Voir « Création d'une nouvelle expérience » en page 61 pour plus de détails concernant la
définition des informations dans 'assistant de I'expérience.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags

e

Name

Experiment_016

Description
Default Experiment

0 Tags Added
Création d'une nouvelle expérience

Lorsque vous sélectionnez New (Nouvelle) dans le menu Acquisition Experiment (Expérience
d'acquisition), I'assistant Create New Experiment (Créer une nouvelle expérience) s'affiche.
Cet assistant vous guide dans les étapes requises pour créer une nouvelle expérience.

1 Cliquez sur New (Nouvelle) dans le menu Acquisition Experiment (Expérience d’acquisition).

Acq U JSItiO n Experiment

] Select an experiment

- K3 Default

@

@ Template
# Import

i My Experiments

2 L'assistant Create New Experiment (Créer une nouvelle expérience) s'affiche. Saisissez un nom
pour I'expérience ou utilisez le nom par défaut. (Facultatif) Saisissez une description.

/' Create New Experiment

Fluorescent Tags

Mame

Experiment_005

Description

0 Tags Added

Library Type to filter Selection

>  Blue Laser
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3 Cliquez sur la fleche a gauche du nom du groupe (laser) dans le volet Library (Bibliotheque)
a gauche pour afficher la liste de fluorochromes correspondants. Sélectionnez les fluorochromes
utilisés dans I'expérience et cliquez sur (+) Add (Ajouter) pour les ajouter a la liste de sélection
a droite. Vous pouvez également faire un double clic sur le fluorochrome pour I'ajouter a la liste
de sélection.

Pour trouver rapidement un fluorochrome, saisissez son nom dans la zone de texte Type to filter
(Saisir pour filtrer). Une liste par défaut de fluorochromes pour chaque groupe est disponible
dans la bibliotheque. Voir « Fluorescent Tags (Fluorochromes) » en page 72.

Vous devez sélectionner tous les fluorochromes présents dans I'expérience, car cela définit les
contréles de référence a utiliser lors de la déconvolution spectrale.

# Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Marker

Name

Experiment_005

Description

3 Tags Added @ ClearAll
Library Type to filter Selection
PE FITC
PE-CF594 PE
PE-Dazzle594 PerCP
PE-eFluor 610
PE-Texas Red
PE-Alexa Fluor 610
PE-CyS
F

PE-Cy5.5 -

PerCP

PerCP-Cy5.5

BE700

PE-Alexa Fluor 700

PerCP-eFluor 710

b Mext -3

Pour supprimer des fluorochromes de la liste Selection (Sélection), cliquez dessus, puis cliquez
sur Remove (Supprimer). Pour supprimer tous les fluorochromes, cliquez sur Clear All (Tout
supprimer).

4 Une fois que tous les fluorochromes ont été sélectionnés dans la liste de la dans la liste Library
(Bibliotheque), confirmez la liste dans le volet de sélection, puis cliquez sur Next (Suivant).

5 Assurez-vous de sélectionner le type de porte-échantillons correct (Manual Tube [Tube manuel]),
portoir de 40 tubes ou type de plaque, puis créez des groupes d'échantillons en sélectionnant
Group (Groupe). Ajoutez des tubes aux groupes, a la plaque ou au portoir de 40 tubes.
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6 Créez des groupes d'échantillons en sélectionnant Group (Groupe). Ajoutez des tubes aux
groupes.

/" Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition

Group B Tube 12 @ Reference Group

Name
~ [ Experiment 005
v W@ Group 001
[ Tubeo0O1
0  Tube_on2

0 Tubeoo3

7 Sélectionnez 0 Reference Group (Groupe de référence) si vous projetez de réaliser une
déconvolution avec tous les contrdles acquis dans cette expérience, ou avec certains d’entre eux.

Ceci crée une liste de tubes de contrbles de référence pour chaque fluorochrome précisé
comme faisant partie de I'expérience.

B REMARQUE : si vous projetez de réaliser une déconvolution uniquement avec les contrdles
de référence acquis lors du QC et de la configuration, 'étape 7 n'est pas nécessaire.

B REMARQUE : lorsque vous utilisez des controles de la bibliothéque de référence et les
analysez en direct, vous supprimez les contrdles a utiliser de la bibliotheque et analysez les
autres contrdles. Lorsque vous réalisez une déconvolution, vous ajoutez les controles de la
bibliotheque pour déconvoluer tous les contrdles.

8 IMPORTANT : définissez un contrdle non marqué pour tenir compte de l'auto-fluorescence
en sélectionnant le type de contrdle correspondant (billes ou cellules). Le contrdle non marqué
doit étre du méme type et préparé de la méme maniere que les échantillons, car cela garantira
la précision de la déconvolution et de la quantification de 'auto-fluorescence.

/" Create Reference Group

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Mame Control Type

Unstained CE"’—' [ Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Unstained

FITC + Cells - -
PE * Cells - -
PerCP -+ Cells - -
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9

10

11
12

Le cas échéant, sélectionnez Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation (Définir
d'autres contrdles non marqués pour le calcul du signal de fuite) pour vos controles de
référence. Puis saisissez le nom et le type de ce contréle non marqué supplémentaire.

Par exemple, si les échantillons a tester sont des cellules et que les contréles de référence sont
des billes qui présentent toutes un seul pic positif, vous devrez acquérir un autre tube de billes
négatives pour le calcul du signal de fuite. Un contrdle non marqué supplémentaire n'est pas
requis si le contrdle d'auto-fluorescence non marqué et votre échantillon sont du méme type
que les contréles de référence.

/" Create Reference Group

Define Unstained Cantrol(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type

Unstained FE“s ki Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation
Name Control Type

‘ Unstained CompBeads ‘ Beads -

Sélectionnez le type de contrdle (billes ou cellules) pour les contrdles de référence mono-
marqués.

(Facultatif) Saisissez le marqueur (p. ex. nomenclature CD) conjugué au fluorochrome.
Si cela s'applique, saisissez le ou les numéros de lot des contrdles de référence.

B REMARQUE : si vous avez sélectionné Label/Lot Specific Unmixing (Déconvolution spécifique
au marqueur/lot) dans Acquisition Preferences (Préférences d'acquisition, voir page 81),

le logiciel va effectuer une recherche dans la bibliotheque et les groupes de référence de
I'expérience pour trouver des contréles de référence ayant les mémes valeurs de fluorochrome,
marqueur et lot afin d'utiliser le contréle correspondant pour la déconvolution.

7’ Create Reference Group

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type
Dristainéd _CE“; ” [ Define Extra Unstained Contral(s) for Spillover Calculation
Fluorescent Tags
Fluorescent Tag Control Type Label Lot Unstained
FITC v Cells hd -
PE * Cells - - -
PerCP v  Cells - . . - -
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13

14

15

B REMARQUE : utilisez l'icone de poubelle rouge pour supprimer un tube individuel du groupe
de référence. Cela peut s'avérer nécessaire si vous souhaitez utiliser a la fois les contréles de
références acquis au cours de I'expérience et ceux acquis lors du QC. Les contrdles enregistrés
que vous projetez d'utiliser doivent étre supprimés du groupe de référence.

Cliquez sur Save (Enregistrer).

Une fois le groupe de référence créé, les données saisies pour chaque référence seront
affichées. Chacun des tubes du groupe de référence sera associé a une icone avec la lettre R
sous le groupe de référence.

/' Create New Experiment

Fluorescent Tags  Groups Markers Keywords Acquisition

B Group 1.5 B Remove # Reference Group

Name
v B Experiment 006
v Reference Group

Unstained (Beads)

FITC (Beads)

PerCP (Beads)

v

<]
b
b
T PE(Beads)
b
B

Group 001

Si nécessaire, continuez d'ajouter des tubes et cliquez sur Next (Suivant) lorsque tous les tubes
ont été créés.

Ajoutez des marqueurs/annotations aux tubes d'échantillons restants avant de poursuivre.

lls peuvent étre choisis dans la liste Labels (Marqueurs) a droite, saisis directement dans

le tableau ou copiés-collés. Les marqueurs peuvent étre ajoutés au niveau du groupe ou du
tube, et peuvent étre appliqués a plusieurs cellules sélectionnées en une fois. Les marqueurs
sont requis pour les contrdles de référence si vous sélectionnez Label/Lot Specific Unmixing
(Déconvolution spécifique au marqueur/lot) dans Acquisition Preferences (Préférences
d'acquisition, voir page 81). Cliquez sur Next (Suivant) une fois que tous les tubes sont annotés.
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B REMARQUE : si vous avez sélectionné Label/Lot Specific Unmixing (Déconvolution spécifique
au marqueur/Iot), le logiciel va effectuer une recherche dans la bibliotheque et les groupes de
référence de 'expérience pour trouver des controles de référence ayant les mémes valeurs de
fluorochrome, marqueur et lot afin d'utiliser le contrdle correspondant pour la déconvolution.

7 Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups

Markers Keywords Acquisition

Groups
Name
~ Experiment_006
v Reference Group
Unstained (Beads)
FITC (Beads)

PE (Beads)

PerCP (Beads)

g & & & B

FITC

PE

PerCP

Labels

4 CD Markers
CD1a
CD1b
CD1c
CDid
CD1e
co2

D3

16 (Facultatif) Sélectionnez des mots clés personnalisés et cliquez sur Next (Suivant).

Les mots clés personnalisés peuvent étre ajoutés au niveau de I'expérience, du groupe ou du
tube. Vous devez définir les mots clés personnalisés dans la bibliotheque avant de pouvoir les
ajouter a une expérience (voir « Keywords (Mots clés) » en page 74 pour plus d'informations).
Glissez-déposez les mots clés de la liste Keywords (Mots clés) a droite sur I'expérience, le
groupe ou le tube et saisissez les valeurs correspondantes. Vous pouvez également copier-
coller des mots clés personnalisés sur plusieurs tubes a la fois dans cet assistant.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups

Markers Keywords

Acquisition

Value

Name

~ [  Test-Keywords

> Reference Group

v
-

Setup

<
]

Samples
WB1

WB2

g &

Keyword

Sample ID

Sample ID
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Value

A0l

A02

Keyword

Patient Name

Patient Name

Value

ABC

XYZ

Keyword

Age

Age

Keywords
N .
Value Keyword Subject ID
4 LymphSet 6C
Sample ID

Patient Name

Age

25

46



17 Sélectionnez les paramétres d'acquisition et la/les feuilles de travail. Le menu des feuilles de
travail indique toutes les feuilles de travail d'un utilisateur donné.

+ Sélectionnez Default Raw Worksheet (Raw) (Feuille de travail brute par défaut [Brute]) pour
le groupe de référence et pour des groupes d'échantillons si vous projetez de réaliser une
déconvolution apreés 'acquisition.

+ Sélectionnez Default Unmixed Worksheet (Unmixed) (Feuille de travail déconvoluée par
défaut [Déconvoluée]) ou une feuille de travail créée par 'utilisateur pour vos groupes
d’échantillons si vous projetez de réaliser une déconvolution en direct. Les feuilles de
travail peuvent étre sélectionnées au niveau de I'expérience, du groupe ou du tube.

Sélectionnez les valeurs suivantes : Stopping Gate (Fenétrage d'arrét), Storage Gate (Fenétrage
a conserver), Number of Events to Record (Nombre d'événements a enregistrer), Stopping
Volume (Volume d’arrét) en pl, Stopping Criteria (Criteres d'arrét), Stopping Time (Temps d’arrét)
(en secondes). L'acquisition s'arréte lorsque le premier des critéres d'arrét est atteint (temps,
volume, nombre d'événements). Ces critéres peuvent étre sélectionnés au niveau de
I'expérience, du groupe ou du tube individuel.

« Dans le cas des billes, nous vous recommandons de recueillir 5 000 événements individuels.

+ Dans le cas des cellules, nous vous recommandons de recueillir un nombre d'événements
allant de 10 000 a 20 000 pour la population souhaitée.

B REMARQUE : le nombre d'événements a acquérir dépend de la population cible. Par exemple,
il peut étre nécessaire d’acquérir 10 000 a 20 000 événements pour en obtenir 2 000 pour
la population souhaitée. Environ 1 000 a 2 000 événements sont requis pour chacune des
populations (négative et positive) de chaque contrdle pour obtenir une déconvolution précise.

18 Sélectionnez Tube/Well Specific User Settings (Parameétres utilisateur spécifiques aux tubes/
puits) si vous souhaitez appliquer des parameétres utilisateur spécifiques aux tubes/puits
individuels. Si cette case n'est pas cochée, tous les tubes/puits de 'expérience utiliseront les
mémes parameétres utilisateur.

/' Edit Experiment

Fluorescent Tags ~ Groups Markers Keywords

B Tube/Well Specific User Setting

Worksheet Stopping Gate Storage Gate Events To Recornd Stopping Volume (ul)  Stopping Criteria Stopping Time (sec) User Setting
it 001 Default Raw Worksheet (Raw) = Al Evants - AllEvents - 5000 1,000 1 Count & Volume 10,000 CytokAssaySatiing (Cytek) =
01 Default Raw Worksheet (Raw) = Al Events ~ Al Events - 5000 3,000 ] Coamt & Volurme 10,000 CytekAssaySetting (Cytek) +
CX ol Default Raw Worksheet (Raw) = Al Events = Al Events - 5000 3,000 ] Count & Volume 10,000 CytekAssaySetting [Cytek) =
Save and Openn @
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19 Une fois que la feuille de travail et les criteres d'arrét ont été définis, cliquez sur Save and Open
(Enregistrer et ouvrir) pour ouvrir la nouvelle expérience.

Pour apporter des modifications a I'expérience, cliquez sur Edit (Modifier) au-dessus de la
hiérarchie groupe/tube.

20 Pour réaliser I'acquisition des contréles et des échantillons avec déconvolution en direct,
voir « Déconvolution en direct » en page 104.

Création d’'une analyse
Créer de nouvelles analyses

Composants d’une analyse

Une analyse est similaire a un modele d’expérience, mais elle est formatée pour étre utilisée
dans une liste de taches pour la collecte des données des échantillons par lot. Une analyse est
composée des éléments suivants : tube(s) (un ou plusieurs tubes), fluorochromes, marqueurs
d’annotation, feuille(s) de travail (en option), rapport(s) (au moins un), durée de prévisualisation,
regles d’'arrét de collecte de données, type de porte-échantillons et mots clés.

Créer des rapports

Les expériences peuvent étre enregistrées sous forme d'analyses. Une analyse doit contenir au
moins un rapport.

1 Cliquez sur le signe plus a droite de REPORTS (Rapports) sur la barre d'outils des expériences
pour créer un rapport.

2 Cliguez deux fois sur le Report (Rapport) correspondant pour modifier le nom du rapport.

WORKSHEETS  Default Raw Worksheet-Import1 ) Default Unmixed Worksheet & G REPORTSK Report_001(Report) .Reports -~ ||

] @lle @ b ¢ 00 ¢ HB @A DI e~ Ames»s & B G

3 Cliquez sur le rapport.
Vous pouvez modifier le rapport et ajouter des éléments, tels que graphiques, fenétrages,
statistiques, en-téte et pied de page. L'ajout d'éléments de la feuille de travail au rapport se fait
en copiant les informations sur la feuille de travail souhaitée et en les collant dans le rapport.
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4 Copiezles graphiques et la hiérarchie de fenétrage de la feuille de travail souhaités et collez-les
dans le rapport.

7 Color TBNK Assay

Institution: Cytekbio | Assay-TC B | sample ID:
Cytometer SN; 16888 Cperator. Admn Approve date
Software: SpectroFlo® CLC & 1.0.1 (0T142021) Fage: Page 1 OF 1 Status:

MOT{Dabris) Lymphcytes - D3+

¥ i (CO4+CDE- CO4+CDB*
ol e & Parent 6403 % Parent 03
1o
i |
g
2 3 g
# 2om B 2o 5
T o
Coge S

% Parent 62 59

g

e

L0115+ Q2R3 02 R
Parern 45 B2 % Parert 4561
ot 100 -
a e b
i & e
§ o ; 10 o
it
i i
& ot o
H g’
8
+q o g W
fits o
0z-Ra lazr3 % Pavent 52.74)
T T T T T T
w w 0 w 1" w w et
D64 56 cFluor BYGSTE-A C016-55 cFuer EYGSTS-&
Gate % Parent % Grand Parent Countiul Absolute Count
7C8_Lympheytes 571 1366 55,44 61822
70 8_003 8259 9,83 st 405,95
7CB_CD3+CO4+ 8441 52.84 41 32685
1C B_CO3+CDBe 1 1.7 512 5329
fCa_comge 4582 1714 1018 105 97
7C8_CO{16+58) 52.58 19.67 168 12180
1 B_Co20 4561 1706 1014 10548
7C'B_CD19+ AND CDZD+ 4561 17.06 1014 10543
7CE_CD19+ OR CD20+ 4582 17.14 1018 10587
ignature:
EPORT NOT SIGNED
omments:

B REMARQUE : rapport et feuille de travail

- Le rapport est une fiche d'affichage de données statiques qui permet d'afficher les données d'un
ou de plusieurs tubes.

- La feuille de travail est une fiche d'affichage de données dynamiques qui affiche les données du
tube actuel, désigné a l'aide du pointeur. Elle ne peut afficher que les données d’'un tube a la fois.

5 Ajoutez I'en-téte, le pied de page et la signature au rapport.
« Sélectionnez les icbnes d’'en-téte, de pied de page et de signature sur la barre d'outils pour

ajouter les en-tétes, pieds de page et cases de signature au rapport.

+ Saisissez les informations pertinentes pour I'en-téte et le pied de page, le cas échéant,
comme le nom du rapport, le logo de la société, etc.
WORKSHEETS  Default Raw Worksheet ® Default Unmixed Worksheet @ 7CTBNK® @) ~ REPORTS 7CB(Report) @ | Reports ~ \ (+]

-~ (ke Qe B w/¢ O CHBBRAMDODS I I:®RASTZ?2 & B G
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6 Faites un clic droit dans I'en-téte ou le pied de page du rapport pour sélectionner les
informations a afficher dans une liste déroulante, comme Sample ID (Identifiant de
I'échantillon), Operator (Opérateur), Data Recording Date (Date d'enregistrement des
données), etc.

7 Color TBNK Assay
Institution: Cytekbio | Assay-TCB Samgle ID:
Cytometer SN 16888 Oparator: Admin Approve date,
Software: SpectroFlo® CLC & 1.0.1 (07142021) Fage: Page 1 OF1 Siatus:
Gate % Parent % Grand Parent Count/ul Absolute Count
7C B_Lymphcyles 1571 1366 58.44 61822
fCB_CO3s 6258 863 an 186 95
7CB_CD3+CD4+ g4.41 5284 3141 326,65
TCB_CD3+CD8e 13K B6Z 512 5329
TCB_COMEe 45 82 1714 1018 106 97
TC B_CO{16+58)+ 5258 19.67 169 12180
TC8_CD20v 4561 1706 1014 105 48
7CB_COM9+ AND CDZ0+ 45 61 17.06 10.14 10548
7CB_CD19+ OR CD20+ 4582 1714 1019 10597

Enregistrer une expérience sous forme d’analyse

Les utilisateurs ayant les privileges appropriés peuvent utiliser Save As-Assay (Enregistrer sous-
Analyse) pour convertir une expérience en modele d'analyse (Assay) pouvant étre utilisé dans la
liste de taches.

§ Experiment_001 ®
a a 7 I\
? Save Save As Edit Unmix

v Collapse All

m E"' Tub

O  Template
. v B Assay
U

Sample

70 | Guide dutilisation du NL-CLC



6

Bibliotheque, préférences
et utilisateurs

Library (Bibliotheque)

La bibliotheque contient des informations concernant divers éléments utilisés dans les expériences.
Les informations conservées dans la bibliotheque incluent les lots de billes SpectroFlo QC Beads,
les fluorochromes, les marqueurs, les parameétres utilisateur, les modeéles de feuilles de travail,

les modeles d’expérience et les mots clés. Ces informations peuvent étre enregistrées, exportées
et importées pour réutilisation.

QC Beads (Billes pour QC)

Les identifiants des lots des billes SpectroFlo QC Beads et leurs dates de péremption peuvent étre
importés, exportés ou supprimés de la bibliotheque. Le lot des billes pour QC utilisé lors du QC
quotidien doit étre enregistré dans la bibliothéque. Sélectionnez QC Beads (Billes pour QC) pour
afficher une liste des lots de billes pour QC.

Libra 'Y acpesds

25 QCBeads | QC Beads
i Import
Lot ID Expiration Date
2a 1002 December 31, 2021
1001 December 31, 2020
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Fluorescent Tags (Fluorochromes)

Un « fluorochrome » est le nom donné a chaque molécule fluorescente distincte qui peut étre
détectée par le systeme. Cela inclut, par exemple, les fluorophores, les protéines fluorescentes et
les colorants de viabilité fluorescents. Chaque fluorophore analysé par I'appareil doit étre désigné
par un fluorochrome.

Par défaut, plusieurs groupes de fluorochromes sont pré-installés dans le logiciel : Blue Laser
(Laser bleu), Red Laser (Laser rouge), Violet Laser (Laser violet), Fluorescent Proteins (Protéines
fluorescentes) et Viability Dyes (Colorants de viabilité). Ces groupes contiennent les fluorophores
les plus couramment utilisés qui sont excités par les lasers intégrés dans le systeme. D'autres
fluorochromes peuvent étre ajoutés a ces groupes.

m @ B om " & e b

L\brary Fhiorescent Tags 0 Lfietup  Acquisiion  Worklist  ExbraTools L prafwrorces Users  Help  Sign Owd

Fluorescent Tag Groups Current Group: Biue Laser
B Fluorescent Tage & impor X Export ® New # Edit @ nad £ Edit
Name Created By Date Created Date Modified Mame Emission Waveleng Lacer Excitation Display Na

» Blue Laser System August 11, 2021 - 14:29 PM August 11, 2021 BBEED 667 468 BRGED

Red Laser System August 11, 2021 - 14:28 PA

System August 11, 2027 - 1420 PM August 11, 201 PE-Cy5.5 605 4E8

cFluar BYGTI0 il 468 cFluor BYGT

Vous pouvez créer des groupes ou des fluorochromes individuels en sélectionnant Add (Ajouter).
Les groupes et les fluorochromes individuels peuvent étre importés ou exportés.

B REMARQUE : New (Nouveau) crée un nouveau groupe alors que Add (Ajouter) vous permet
d'ajouter un fluorochrome a un groupe.

Pour modifier les propriétés d'un fluorochrome que vous avez ajouté, sélectionnez-le, puis cliquez
sur Edit (Modifier). Les propriétés modifiables incluent le nom du fluorochrome, la longueur d'onde
d’excitation du laser, la longueur d'onde d'émission et le nom affiché. Les fluorochromes par défaut
inclus dans le logiciel ne peuvent pas étre modifiés ou supprimés. Cependant, ils peuvent étre
exportés et importés d’'un systeme a I'autre exécutant le logiciel SpectroFlo, v2.2.

Si le fluorophore est connu sous un autre nom, ces noms supplémentaires peuvent étre ajoutés
comme synonymes.

Tout groupe que vous créez peut également étre modifié dans cette fenétre. Les groupes par
défaut ne peuvent pas étre modifiés ou supprimés.
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Labels (Marqueurs)

Les fluorochromes peuvent étre conjugués ou fixés a certaines protéines qui se lient spécifiquement
a d'autres protéines sur la surface cellulaire ou dans le cytoplasme. Il peut égalementy avoir des
molécules intrinsequement fluorescentes, comme des protéines fluorescentes qui peuvent étre
fusionnées a diverses protéines cellulaires a l'aide de techniques de clonage moléculaire. Les protéines
qui sont soit liées, soit fixées a des fluorochromes peuvent étre appelées « marqueurs ». Le logiciel
est fourni avec un jeu initial de marqueurs pré-installés, classés comme suit : CD Markers
(Marqueurs CD), Chemokines (Chimiokines), Chemokine Receptors (Récepteurs de chimiokines) et
Cytokines. D'autres marqueurs peuvent étre ajoutés en utilisant (¥) Add (Ajouter) dans le volet droit.

Library iaes
QC Beads Label Groups Current Group: !
0 Fluorescent Tags %  Import 4+  Export @ New & Edit @® Add
;i -
I Labels ‘ Name |~ Created By |~ Date Created |~ Date Modified 1= Label
2,  UserSettings CD Markers System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13,2018 -1C  CD1a
K] Warksheet Tomnplatas Chemokine System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018-1C  CD1b
B Chemokine Receptors System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018-1C CD1c
Experiment Templates
Cytokines System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018 - 1C cDid
T Keywords
CD1e

De nouveaux groupes de marqueurs et des marqueurs individuels peuvent étre créés en cliquant
sur New (Nouveau). Des groupes de marqueurs peuvent également étre importés et exportés pour
étre utilisés dans d'autres systemes. Les marqueurs par défaut ne peuvent pas étre modifiés ou
supprimeés.

/' New Label Group

Group Name:

Description

Library Type to filter Selection
v €D Markers

CD158)

CD158K

coTs

CD175s

CD17e

X Cancel
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Keywords (Mots clés)

La fonction Keywords (Mots clés) vous permet de saisir, dimporter ou d’exporter par groupes des
mots clés FCS personnalisés définis par l'utilisateur. Dans une expérience, ces mots clés peuvent
étre attribués au niveau de I'expérience, du groupe ou du tube et sont exportés avec les fichiers
FCS.

Les types de mots clés suivants peuvent étre créés :
*  Numérique

+  Chaine

+  Booléen

* Numeérique sélectionnable

+ Chaine sélectionnable

L l bra ry Keywords

Keyword Groups Current |
Fluorescent Taas _‘_ Import @ New
it ~ Name Created By |~ Date Created |~ Date Modified Name

»
-

Mots clés standard
Le tableau ci-dessous décrit les mots clés standard FCS 3.1 inclus dans les fichiers FCS SpectroFlo.

Mot clé Description

$FIL Nom du tube

$VOL Volume total de I'échantillon (microlitres)
$DATE Date d'acquisition des données FCS
$BTIM Heure de début d'acquisition

$ETIM Heure de fin d'acquisition

$OP Nom de l'opérateur

$INST Nom de I'établissement

$CYT Nom du cytometre (Northern Lights)
$CYTSN Numéro de série du cytometre
$SPILLOVER Matrice de signal de fuite
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Mots clés personnalisés

Le tableau ci-dessous décrit les mots clés personnalisés inclus dans les fichiers FCS SpectroFlo.
Ces mots clés ne sont pas requis par le standard FCS 3.1.

Mot clé Description

APPLY COMPENSATION | True (Vrai) ou False (Faux), pour indiquer si la compensation est
activée lorsqu’un fichier FCS est chargé dans SpectroFlo

CHARSET Encodage, UTF8

CREATOR Nom et version du logiciel

FSC ASF Facteur d’échelle de l'aire FSC

GROUPNAME Nom du groupe d'échantillons

LASER{x}NAME Nom de chaque laser

LASER{x}DELAY Délai de chaque laser

LASER{x}ASF Facteur d’échelle de l'aire de chaque laser

P{x}DISPLAY Echelle d'affichage préférée

THRESHOLD Canal et valeur seuil

TUBENAME Nom du tube d'échantillon

WINDOW EXTENSION

Extension de fenétre utilisée pour enregistrer le tube

USERSETTINGNAME

Nom des parametres d'utilisateur utilisés pour I'enregistrement
du tube

Les utilisateurs peuvent changer la valeur d'un mot clé personnalisé, puis sélectionner Auto Update
(Mise a jour automatique) pour ce mot clé afin de le mettre a jour dans les expériences ultérieures.

Keyword Groups

3 . £ Expert

Name

[ 53 Keywords Default Keywords

4] (O] o= m - o FL ]

(£

G B Seup  Acquisition  Workdist  EtraTools:  Libray  Preferences Uses Help Sign Out

Current Group: Default Keywords

@ New . @ Add s

Created By Date Created Date Modified Name Suffix Type O Auto Update

System Adgust 11, 2021 - 1429 P8 Auqust 11, 2021 - Age Numeric 0 a

Descriptic
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Spillovers (Signaux de fuite)

Cette fonctionnalité indique les matrices de signal de fuite enregistrées pendant les expériences.
Ces matrices enregistrées peuvent étre utilisées pour d'autres expériences.

Library: spo:

3 impoct Spillover Matrix:

Name Created By Date Created Description

User Settings (Paramétres utilisateur)

Les parameétres utilisateur sont les ensembles de parametres de gain, de seuil et de type de signal
pour tous les canaux détecteurs. La date de création et le nom de l'utilisateur qui les ont créés sont
également enregistrés. Les parametres sont enregistrés dans le volet Instrument Control (Controle
de I'appareil) du module Acquisition. Le nom et la description peuvent étre modifiés dans cet
onglet. Les administrateurs peuvent cocher la case Shared (Partagé) pour permettre a tous

les utilisateurs de visualiser et d'utiliser les feuilles de travail créées par d'autres personnes.

Ces parametres peuvent étre enregistrés sur I'écran Acquisition.

Sivous souhaitez restaurer les parametres utilisateur par défaut a leur valeur d’origine, sélectionnez
le parametre Defaut (Défaut) puis cliquez sur Restore Default (Restaurer les valeurs par défaut).

Ll b Ia ry User Settings ac E&lup Ac
-2 QC Beads User Settings

= Fluorescent Tags *  Import 4+  Export ) Restore Default

it Labels [~ Name Created By - Date Created Description

&y  User Sel:tings CytekAssaySetting Admin August 15, 2018 - 10:14 AM Cytek Assay Setting

_. 7 "Wo'r'k;h;:-'e"' Tm;f)'m'p's' . Default Admin August 15, 2018 - 10:14 AM Default
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Loader Settings (Paramétres du chargeur)

Les parameétres du chargeur peuvent étre enregistrés et sont stockés dans la bibliothéque. Le nom
des parametres, la date a laquelle ils ont été créés, la version, ainsi que le nom de l'utilisateur qui
les a créés sont affichés. Cliquez sur Description pour ajouter des informations sur les parameétres.

Les parameétres du chargeur comprennent la durée et la vitesse de mélange, la récupération des
échantillons, le nombre de rincages de la SIT et le délai de temporisation des données enregistrées.

L|bfa l'y Loader Settings

QC Beads # Import

Name Created By Date Created Version Description

[ Spillovers

T Settings

| M Loader Settings |

Worksheet Templates (Modéles de feuilles de travail)

Toutes les feuilles de travail créées dans le module Acquisition sont enregistrées dans la bibliotheque
et peuvent étre ouvertes dans l'onglet Worksheet Templates (Modeles de feuilles de travail).

Les feuilles de travail peuvent étre exportées sous forme de fichiers WTML et importées pour
réutilisation. Pour plus d'informations concernant les feuilles de travail, voir « A propos des feuilles
de travail » en page 23.

Sélectionnez un ou plusieurs utilisateurs pour afficher les modéles de feuilles de travail créés par
cet ou ces utilisateurs. Utilisez I'outil crayon pour modifier la description de la feuille de travail
sélectionnée. Les administrateurs peuvent cocher la case Shared (Partagé) pour permettre a tous
les utilisateurs de visualiser et d'utiliser les modeles de feuilles de travail créés par d’'autres
utilisateurs. Les super-utilisateurs peuvent afficher, importer et exporter les modeles de feuilles
de travail, mais ne peuvent pas supprimer les modeles créés par d’autres utilisateurs.

Pour visualiser une feuille de travail, sélectionnez-la puis cliquez sur View (Visualiser). Pour supprimer
une feuille de travail qui n'est plus nécessaire, sélectionnez-la puis cliquez sur Remove (Supprimer).

Vous pouvez également restaurer les feuilles de travail brutes et déconvoluées par défaut a leur
valeur d'origine en sélectionnant une feuille de travail puis en cliquant sur Restore Default
(Restaurer les valeurs par défaut).

Library wesec e

Users & impont ®  Export @ View £) Restore Default

= User Full Name Role Status + Name Created By Type Date Created

B Admin Adminstrator Admiristrator  Enabled 7€ & hdmin Unmixed Septormber 06, 2013 - 147 AM
L] Operator op User Ensbled 7€ Dema Panel 20190826-Unmixed # hdmin Unmied Septernber 06, 2018 - 17:00 PM
Sanwlle 5 lanalle 5 User Erablecl v Delaisht Raw Worksheet Adminy Raw August 20. 2019 - 1614 AM

Al 2 Aow October 10, 2015 - 1433 PM

o Worksheet Templates CytekAdmin  Cytek Adminisirator AN Events All Events

- aomd wom

Patty T Patty T October 10, 2018 - 14208 P

Septermber 06, 2018 - 10:47 Ak
August 20, 2009 - 1014 AM

Octobar 10, 2019 - 1423 PM

ey
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Experiment Templates (Modéles d’expérience)

Les modeéles d'expérience contiennent les éléments clés d'une expérience, sans les données.

lls peuvent étre enregistrés et stockés dans la bibliotheque pour une utilisation ultérieure.

Les analyses enregistrées sont affichées dans l'onglet Assays (Analyses). Le nom, la date et
I'heure de création, la description et les informations concernant l'utilisateur qui les a créés sont
affichés. Les modeles d’expérience peuvent également étre importés et exportés a partir de cet
onglet. Les analyses peuvent étre utilisées pour créer des expériences. Pour plus dinformations
concernant les expériences, voir « A propos des expériences » en page 19,

Sélectionnez un ou plusieurs utilisateurs pour afficher les modéles d'expérience créés par cet ou
ces utilisateurs. Utilisez 'outil crayon pour modifier la description de la feuille de travail sélectionnée.
Les administrateurs peuvent cocher la case Shared (Partagé) pour permettre a tous les utilisateurs
de visualiser et d'utiliser les modéles d'expérience créés par d'autres utilisateurs. Les super-
utilisateurs peuvent afficher, importer et exporter les modeles d'expérience, mais ne peuvent pas
supprimer les modeles créés par d'autres utilisateurs. Pour supprimer un modéle d'expérience qui
n'est plus nécessaire, sélectionnez-le puis cliquez sur Delete (Supprimer). Le modéle d'expérience
par défaut ne peut pas étre supprimé.

Library: epesmer frpisie

Users Experiment Templates Assays

] ¥ User Full Name Role Status

B Admin Administrator Administrator  Enabled Name Created By Date Created

[ = Alex Z Alex Z User Enabled v Default Admin February 26, 2021 - 11!
: = CytekAdmin  Cytek Administrator  Administrator  Enabled
Jamalle S Janelie § User Enabled
25
= 1% January Xi SuperUser Enabled
i = Operator op User Enabled
i y
il = Patty T Patty T User Enabled

| i Experiment Templates |
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Backup & Restore (Sauvegarder et restaurer)

Les utilisateurs et les super-utilisateurs peuvent sauvegarder directement des données
sélectionnées de leurs comptes a partir du logiciel SpectroFlo. Il peut s'agir des expériences,
des modeles d'expérience, des feuilles de travail, des parameétres utilisateur, des parametres
du chargeur, des résultats du QC quotidien et des contrdles de référence. Les administrateurs
ont également la possibilité de sauvegarder des données sélectionnées de différents comptes

d'utilisateurs et de super-utilisateurs.

1 Pour sauvegarder des données, cliquez sur Backup (Sauvegarder) dans le volet de droite.

2 Choisissez un intervalle de temps (jour, semaine, mois ou intervalle personnalisé) comprenant
les données et sélectionnez le ou les utilisateurs.

Library g

[+ Backup
Day Week Month
-
User
i Lat
‘ B Admin
>
b O Operator
[ o Janelie $
2. U a Alex Z
i L u} Patty T
) IXi
\d |
a CytekAdmin

periment Template
)  Backup & Restore

Custom Start:

Full Name
Administrator
Op

Janelle S

Alex 2

Patty T
January Xi

Cytek Administrator

Role
Administrator
User

User

User

User
SuperUser

Administrator

Y End:

B &

B B R OB

a

Data

Experiments

Experiment Templates/Assays
Worklists

Worksheets

User Settings

Loader Settings

Daily QC Results

Reference Controls
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Preferences (Préférences)

Le module Preferences (Préférences) vous permet de modifier diverses fonctionnalités et d’afficher
les éléments de l'interface utilisateur du logiciel. La section ci-dessous décrit les options qui
peuvent étre modifiées dans ce module. Chaque section du module peut étre restaurée aux
valeurs par défaut en sélectionnant Restore Default Preferences (Restaurer les préférences

par défaut).

@ Restore Default Preferences

Acquisition Preferences (Préférences d'acquisition)

Dans I'onglet Acquisition, vous pouvez changer le nombre d'événements affichés sur les graphiques
lors de l'acquisition, le nombre de rincages de la SIT, la durée de prévisualisation avant que
I'enregistrement ne commence, I'incrémentation des parametres de gain lorsque vous cliquez

sur une fleche de la boite d'incrémentation lors de I'acquisition et la distance d'élévation de la SIT.
Vous pouvez également saisir des préfixes par défaut pour les noms de tubes, de groupes et
d’expériences. Une fonctionnalité de déconvolution spécifique au marqueur/lot vous permet de
choisir des contrdles de référence spécifiques pour la déconvolution. L'option Batch Analysis (Analyse
par lot) vous permet de choisir le type du fichier de sortie et les résultats de tube/puits contenus
dans le fichier PDF.

P refe rences Acquisition

B Acquisition

Number of Events to Display on Plots: 2,000
e % Number of Automatic SIT Flush After Tube Unload: 1 -
L= Plot Data Review Time{Sec) After Tube Recorded: 0
1 : Record Data Delay Time(Sec) for Manual Tube: i} -
ates
Gain Spinbox Up/Down Increment (Ctrl key Held) 5
z Statistics
- Experiment
Fon
~ Default Tube Mame Start With: Tube_
# Annotation
Default Group Name Start With: Group_
fa Notificatior
Default Plate Name Start With: Plate_
= Storage
Default Tube Rack MName Start With: TubeRack_
m QC & Setuy
Default Experiment Name Start With: Experiment_
% Cytometer
Default User Setting: CytekAssaySetting (Cytek) -

Ref Controls Ordered by Control Type
[@M  Global information
Unmixing Feature

O Label/Lot Specific Unmixing

Preferred S5C Channel for Unmixing: SsC -

Batch Analysis
Default Cutput File Type: PDF csv

Default PDF File Option: @ All in one file O Each tube/well has its own file
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Le tableau ci-dessous décrit les options des préférences d'acquisition :

Elément

Description

Number of Events to
Display on Plots (Nombre
d'événements a afficher sur
les graphiques)

Nombre d'événements affichés sur les graphiques en pseudo-
couleur, graphiques par points et histogrammes. La valeur par
défaut est 2 000 événements.

Number of Automatic SIT
Flush After Tube Unload
(Nombre de rincages
automatiques de la SIT
une fois le tube déchargé)

Choisissez le nombre (0-2) de rincages de la SIT qui seront réalisés
une fois le tube retiré du SIP.

Data Review Time (Sec)
After Tube Recorded (Durée
d’examen des données [s]
une fois le tube enregistre)

Nombre de secondes écoulées avant que le pointeur du tube ne
passe au tube suivant apres que l'enregistrement du tube actuel
soit terminé.

Record Data Delay Time
(Sec) for Manual Tube (Délai
de temporisation
d'enregistrement des
données [s]) pour le tube
manuel

Le nombre de secondes avant le début de I'enregistrement apres
avoir cliqué sur Record (Enregistrer).

Gain Spinbox Up/Down
Increment (Ctrl key Held)
(Incrémentation positive/
négative du gain [maintenir
Ctrl enfoncé])

Augmente ou diminue le gain de chaque canal détecteur par la
valeur indiquée lorsque vous maintenez la touche Ctrl enfoncée
et sélectionnez les fleches haut/bas de la boite d'incrémentation
du gain.

Experiment (Expérience)

Saisissez le nom par défaut des tubes, groupes, plaques,

portoirs (ASL uniqguement) et expériences. Modifiez le nom par
défaut et/ou ajoutez du texte aux noms existants.

Sélectionnez les parametres utilisateur par défaut des expériences.
Ref Controls Ordered by Control Type (Controles de référence
classés par type de contréle) vous permet de classer les contrdles
de référence en fonction du type (billes ou cellules). Si cette case
n'est pas cochée, les contréles de référence sont classés par laser
d'excitation, puis par émission maximale.

Unmixing Feature
(Fonctionnalité
de déconvolution)

Label/Lot Specific Unmixing (Déconvolution spécifique au
marqueur/lot) vous permet d'utiliser des contréles de référence
spécifiques au lot pour la déconvolution, lorsque cela s'applique.
Si cette option est sélectionnée, le logiciel va effectuer une
recherche dans la bibliotheque et les groupes de référence de
I'expérience pour trouver des controles de référence ayant les
mémes valeurs de fluorochrome, marqueur et lot afin d'utiliser

le contréle correspondant pour la déconvolution.

Sélectionnez le canal SSC préféré pour la déconvolution (SSC pour
le signal provenant du laser violet [défaut], ou SSC-B pour le signal
provenant du laser bleu).
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Elément

Description

Batch Analysis (Analyse
par lot)

Sélectionnez le type de fichier de sortie par défaut pour les rapports
d’analyse par lot (PDF, CSV ou les deux).

Choisissez si vous souhaitez créer un seul fichier PDF pour tous les
tubes/puits, ou des fichiers PDF individuels pour chaque tube/puits.

Worksheet Preferences (Préférences des feuilles de travail)

L'onglet Worksheet (Feuille de travail) vous permet de modifier la maniere dont les éléments sont
affichés dans la feuille de travail. Les propriétés des en-tétes et pieds de page sont également

ajustées dans cet onglet.

Preferences o

#  Worksheat Gaid

O =
g

i} o} L m L ]

QC&Setup:  Acquistion  Worklst  Evtra ook Lbrary  Prefersnces Users

@ sheath @ waste @ Cytometer @& Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options des préférences des feuilles de travail.

Elément

Description

Population Hierarchy
Window Size (Taille de
la fenétre de hiérarchie
des populations)

Détermine la hauteur et la largeur par défaut de I'élément d’expérience
de hiérarchie des populations.

Statistics Table Window
Size (Taille de la fenétre
du tableau de
statistiques)

Détermine la hauteur et la largeur par défaut du tableau de
statistiques.
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Elément Description

Grid (Grille) Display Grid (Afficher la grille) - Affiche/masque les lignes de grille de |a
feuille de travail.

Display Page Line (Afficher la ligne de saut de page) - Affiche/masque
la ligne de saut de page de la feuille de travail.

Grid Size (Taille de la grille) - Modifie |a taille des mailles de la grille.
Les options incluent : 2,54 cm (1 po), 1,27 cm (0,5 po), 0,64 cm (0,25 po)
et 0,32 cm (0,12 po).

Snap to Grid (Aligner sur la grille) - Active/désactive la fonction
d'alignement des éléments de la feuille de travail sur les lignes de grille
de la feuille de travail.

Page Setup Title (Titre) - Sélectionnez un titre de feuille de travail parmi une liste
(Mise en page) de titres par défaut. Le titre est affiché lorsque la feuille de travail est
imprimée ou exportée au format PDF.

Show & Print Page Number (Afficher et imprimer le numéro de page) -
Active/désactive I'affichage et I'impression du numeéro de page.

Print Header & Footer (Imprimer 'en-téte et le pied de page) - Active/
désactive I'impression de I'en-téte et du pied de page. Vous permet

de déterminer le texte affiché dans les en-tétes et pieds de page de
gauche et de droite.

Print Grid (Imprimer la grille) - Active/désactive 'impression de la grille.
Peut également étre réglée sur Use Page Setting (Utiliser les parametres
de la page).

Page Layout (Mise en page) - Définit 'orientation Landscape (Paysage)
ou Portrait.

Page Size (Taille de la page) - Regle la taille de la page selon les tailles
de papier standard.

Page Margin (Marge de la page) - Régle les marges de la page : Narrow
(Etroites), Normal (Normales) ou Wide (Larges).
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Plot Preferences (Préférences des graphiques)

Les propriétés d'affichage des graphiques en pseudo-couleur, graphiques par points et
histogrammes peuvent étre ajustées dans l'onglet Plot (Graphique).

o] ® (i) 4 m - 3 a5 (7] £

Preferences Pior OC &Setup  Acguisition  Worklass  ExtraTooh  Ubtary  Prefeences  Usenn  Help  Sign Out

Height 300 Width 300
i ) Rastors Default Preferences
vight

[ Histogram Smeal
Histogram Y Axis

# Count

O Percentage

Image Export Format
Image Format PNG -

Image Resolution: 200

@ sheath @ Waste @& Cytometer @ Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options de l'onglet Plot Preferences (Préférences des graphiques).

Elément Description

Default 2D Plot Size Détermine la hauteur et la largeur des graphiques en pseudo-
(Taille par défaut des couleur et par points en pixels.

graphiques 2D)

Default Histogram Size Détermine la hauteur et la largeur par défaut des histogrammes
(Taille par défaut des en pixels.

histogrammes)

Default Spectrum Size Détermine la hauteur et la largeur des graphiques spectraux
(Taille par défaut des en pixels.

spectres)

Default Background Color | Regle la couleur de fond par défaut de tous les graphiques. Cliquez
(Couleur de fond par pour sélectionner parmi les couleurs disponibles.

défaut)

Default Plot Title Adapte le titre de tous les graphiques pour inclure le nom de
(Titre par défaut des la plaque, du groupe, du tube, de la population et/ou un nom
graphiques) personnalisé.

Pseudocolor Plot Density | Augmente ou diminue le nombre de niveaux de densité affichés
Levels (Niveaux de dans les graphiques en pseudo-couleur.

densité des graphiques
en pseudo-couleur)
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Elément

Description

Histogram Smooth
(Lissage de I'histogramme)

Détermine si les distributions de I'histogramme sont lissées.

Histogram Filled
(Remplissage de
I'histogramme)

Détermine si les distributions de I'histogramme sont remplies.

Histogram Y Axis (Axe
vertical de I'histogramme)

Détermine si I'échelle de I'axe vertical de I'histogramme est un
dénombrement (count) ou un pourcentage (percentage).

Image Export Format
(Format d’exportation
des images)

Sélectionne le format (PNG, TIFF ou JPEG) et la résolution (96, 200,
300 ou 500 dpi) des images exportées.

Gates Preferences (Préférences des fenétrages)

Les propriétés des fenétrages peuvent étre ajustées dans l'onglet Gates (Fenétrages).

Preferences cu

Interval Gate Default Color

Quadrant Gate Default Color

® Mo Color

() Different Colae in each Quad

Binary Gate Default Calor

] (] or s - [ i 0 £

QC&Setup  Acquisition.  Worklit  EdraToch  Ubrary  Prefeences  Usen  Help  SignDut

Normal - Default Colors for First 10 2 Gater

Gate Color

@ sheath @ Waste @& Cytometer @ Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options de I'onglet Gates Preferences (Préférences des fenétrages).

Elément

Description

Default Name Location
(Emplacement par défaut
du nom)

Détermine I'endroit ou le nom du fenétrage est affiché par rapport
au fenétrage lui-méme.

Show % of Parent
together with Gate Name
(Afficher le % du parent
avec le nom du fenétrage)

Affiche/masque le % du parent avec le nom du fenétrage.
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Elément

Description

Show Count together
with Gate Name (Afficher
le dénombrement avec
le nom du fenétrage)

Affiche/masque le dénombrement de la population avec le nom
du fenétrage.

Gate Boundary Line
Weight (Epaisseur de la
ligne de démarcation du
fenétrage)

Détermine I'épaisseur de la ligne tracée par le fenétrage.

Default Colors for First X
Gates (Couleur par
défaut des X premiers
fenétrages)

Détermine le nombre de fenétrages (1 a 10) qui suivront la
progression de couleurs indiquées dans le tableau de couleurs
des fenétrages. L'ordre dans lequel les couleurs apparaissent peut
étre modifié.

Interval Gate Default
Color (Couleur par défaut
du fenétrage d'intervalle)

Détermine si la population capturée par le fenétrage d'intervalle
a une couleur par défaut.

Quadrant Gate Default
Color (Couleur par
défaut du fenétrage
en quadrants)

Détermine si la population capturée par le fenétrage en quadrants
a une couleur par défaut ; si c'est le cas, si chaque quadrant a une
couleur différente.

Binary Gate Default Color
(Couleur par défaut du
fenétrage binaire)

Détermine si la population capturée par le fenétrage binaire a une
couleur par défaut.
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Statistics Preferences (Préférences des statistiques)

Le degré de précision (nombre de décimales) par défaut des statistiques affichées dans la feuille de
travail peut étre modifié dans l'onglet Statistics (Statistiques).

La précision peut étre ajustée pour les statistiques suivantes : Median (Médiane), rSD, % rCV, Mean
(Moyenne), Max, Min, SD, % CV, % Total, % Parent et % Grand-parent.

Preferences e

. Decimal Places. £ Rastore Dafault Proferoness
Statistics Variable  Decimal Places
Median o=
150 0
(=1 2
Mean [}
[
T statkties G °
Min 0
4]
H 0
& A
BV FH
% Total 2
] Storage % Parent 2
& % Grand Parent 2
% Specified Gate 2
°d
Countful 2
B Absclute Count 3
stoba
@ shesth @ Waste @ Cytometer @ Loader
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Fonts Preferences (Préférences des polices)

L'onglet des polices vous permet de modifier les propriétés de chaque élément d'affichage.

Preferences o

@ Sheath & Waste O cytometer @ Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options de l'onglet Fonts Preferences (Préférences des polices).

Elément

Description

Font Locations
(Emplacements des
polices)

Détermine les éléments dont la police doit étre modifiée.

Text Settings
(Parametres du texte)

Font Family - Sélectionne la famille de police.

Font Size - Sélectionne la taille de la police.

Color - Sélectionne la couleur de la police.

Font Style - Bascule entre style normal et italique.

Font Weight - Sélectionne le style de la police : normal, bold (gras)
ou semibold (semi-gras).

Sample Text (Echantillon
de texte)

Permet de prévisualiser les propriétés réglées dans les paramétres
du texte.
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Notifications Preferences (Préférences des notifications)
L'onglet Notifications vous permet de modifier certains parametres de notification dans les
modules Acquisition et Extra Tools (Outils supplémentaires).

a o= m L] o =~ @ 2

QC & Setum Acquistion Workist Estra Tools Library Preferences Users Help Sagn Ot

Acquisition Module £ Restore Default Preforonces

@ Display "Confirmation” message

Extra Tools Module

‘Window Sizes and Locations

Natifications

=2

2

5

@ Sheath @ Waste & Cytometer @ Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options de l'onglet Notifications Preferences (Préférences des
notifications).

Elément Description
Acquisition Module Détermine si une fenétre contextuelle Save Changes (Enregistrer
(Module Acquisition) les modifications) apparait lorsque vous fermez une expérience,

une feuille de travail et des parameétres utilisateur, et si un message
de confirmation s'affiche lorsque vous annulez I'assistant de

I'expérience.
Extra Tools Module Détermine si les boites de dialogue d'instructions apparaissent dans
(Module Outils le module Extra Tools (Outils supplémentaires).
supplémentaires)
Window Sizes and Sélectionnez Restore Default (Restaurer les valeurs par défaut) pour
Locations (Tailles et régler la taille et 'emplacement des fenétres contextuelles aux
emplacements des valeurs par défaut.

fenétres)
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Storage Preferences (Préférences de stockage)

L'onglet Storage (Stockage) permet a l'utilisateur de régler 'emplacement par défaut de stockage
des fichiers FCS d'expériences et de configurations. Cette option est uniquement disponible aux
administrateurs.

B REMARQUE : ne déplacez pas les fichiers stockés dans ces dossiers.

(] ur n - -] = e b

Preferences Storage QC & Setup Acquinitian Wor ki Extra Toch Ubracy Prefeences Uners Help Segn Ot

Label FCS Filles with Group Name a3 prefix (e.g. GroupName TubeName_yyyy_mm, dd_ish_mm,s3

A

Storage

| D

@ Sheath @ Waste @ Cyrometer @ Loader

Le tableau ci-dessous décrit les options de l'onglet Storage Preferences (Préférences de stockage).

Elément Description

FCS Files Folder Sélectionnez le dossier ou les fichiers FCS seront enregistrés.

(Dossier de fichiers FCS) | Les fichiers FCS d’expériences ou seules les données brutes sont

acquises et celles ou une déconvolution en direct a été réalisée sont

stockés ici. Dans le cas des expériences avec déconvolution en direct,
des fichiers FCS de données brutes et de données déconvoluées sont
enregistrés.

+ Vous pouvez choisir d'ajouter les noms de groupes comme préfixe
aux fichiers FCS. Notez que vous pouvez configurer le nom du
groupe par défaut dans les préférences d'acquisition.

+ Vous pouvez choisir d'organiser les dossiers de fichiers FCS par date.
Si cette case n'est pas cochée, les fichiers FCS sont organisés par
nom d'expérience, sans dossier parent indiquant la date.

Si vous changez le dossier par défaut dans lequel les fichiers FCS sont

enregistrés et souhaitez déplacer les expériences existantes dans le

dossier spécifié, cliquez sur Migrate Now (Déplacer maintenant).

Setup FCS Files Folder | Permet de sélectionner le dossier ou les fichiers FCS créés par les
(Dossier de fichiers FCS | procédures QC & Setup (QC et configuration) seront enregistrés.
de configurations)
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QC Setup Preferences (Préférences de QC et configuration)

L'onglet QC Setup (QC et configuration) vous permet de sélectionner les jours/mois des rapports
de QC a afficher dans la section Reports (Rapports) du menu Cytometer QC (QC du cytometre) du
module QC & Setup (QC et configuration).

Preferences aca s useun  Acuiion  WoMst Gtmock by, Prefeces
B Acguisition Dail
o o
I Weidin @ Last 30 days
- ¢

2 Last 3 months

[ Ropont O Last 12 manths

1

0C & Setup

g

Cytometer Preferences (Préférences du cytométre)

@ Sheath @ Woste @ Cyometer @ Loader

= ? 7 . o
Preferences cuoree CaSity  Asdiebon i Bbaiost Doy Prefasinom

[0 cquisition s
Default Carrier Type: 43 Restore Default Preferences

[ Manual Tube

o* Fluidics
[ Repor [0 Skip Fiuidiics Boost when Starting Acquisition for High and Medium Flow Rates
[£ Pt [ Enable BubbleiClog Detection
B Gates Cytometer Warm Up
T Stativtic O Enable data collection during system warm up
B Fos Sample Carrier Configuration
= )
MName Enable SIT Lift Distance  Default Loader Setting
[ Manual Tube [ 5]
[ Fo 56 U-Botiom ] 15 Default -
o 96V 17 -
m Jo 56V-Eottom = Default
Bo 96 Flat-Bottom = 15 Default -
B Cytometer Lise
To  Munc 1.3mL 96 Deep = 15 Default -
[Tt =
T Mune ImL 96 Deep ] 15 Default -
T Scbaind By Brand imL 96 Desp s 15 Default .
M0 Brand 2 2mL 96 Deep 15 Default -
B 40 Tube Rack 15 Default -

@ sheath @ Waste @ Cytometer @ Loader
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Le tableau ci-dessous décrit les options de I'onglet Cytometer Preferences (Préférences du

cytometre).

Elément

Description

Default Carrier Type
(Type de porte-
échantillons par défaut)

Vous permet de configurer un porte-échantillons par défaut.

Fluidics (Systeme
fluidique)

Utilisez les cases a cocher pour configurer les préférences relatives
a l'accélération fluidique et la détection des bulles/bouchons.

Cytometer
Warmup (Préchauffage
du cytometre)

Cliquez dans la case a cocher pour activer la collecte de données
au moment du préchauffage.

Sample Carrier
Configuration (Configura-
tion du porte échantillons)

Default (Défaut), Hight Throughput (Haut débit) ou Low
Carryover (Contamination croisée faible) peut étre sélectionné
pour chaque type de porte-échantillons.
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Users (Utilisateurs)

Les comptes d'utilisateurs peuvent étre gérés dans le module Users (Utilisateurs). Des informations
concernant les comptes d'utilisateurs et le temps d'utilisation sont stockées dans ce module.

Il existe deux types de comptes d'utilisateurs : SuperUser (Super-utilisateur) et User (Utilisateur).
Seuls les administrateurs peuvent gérer les comptes d'utilisateurs.

Gestion des utilisateurs

Les administrateurs peuvent ajouter, supprimer, modifier et désactiver les comptes d'utilisateurs
dans l'onglet User (Utilisateur). Les mots de passe des utilisateurs peuvent également étre
modifiés/réinitialisés. Cet onglet répertorie tous les utilisateurs, avec leur type et leur état (Status).

- User @ Add MNew

User Full Hame Role Status Email Phone Number Password

Ajouter un nouveau compte d‘utilisateur
1 Cliquez sur (¥) Add New (Ajouter nouveau) dans l'onglet des utilisateurs du
module Users (Utilisateurs).

Cette option est uniquement disponible aux administrateurs.

User Account ID:  Cytek
Password: ssese

Confirm Password: sssee

Full Name:
User Type

O Administrator ) Operator
Account Status

% Enabled O Disabled
2 Saisissez un identifiant de compte d'utilisateur (User Account ID) et un mot de
passe (Password), puis saisissez de nouveau ce dernier pour le confirmer.

L'identifiant de compte d'utilisateur apparait dans le champ du nom d'utilisateur dans
'onglet User (Utilisateur).

3 (Facultatif) Saisissez le nom complet de l'utilisateur.

4 Sélectionnez le type d'utilisateur - Administrator (Administrateur), SuperUser (Super-
utilisateur) ou User (Utilisateur).

5 Sélectionnez I'état de I'utilisateur - Enabled (Activé) ou Disabled (Désactivé).

6 Cliquez sur Save (Enregistrer).
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Modifier un compte d'utilisateur

1 Sélectionnez l'utilisateur dans I'onglet User (Utilisateur) du module Users (Utilisateurs),
puis cliquez sur Edit (Modifier).

/" Edit User

User Account ID:Cytek

Full Name:

User Type
O Administrator  ® Operator
Account Status

® Enabled O Disabled

2 Vous pouvez modifier ou ajouter un nom d'utilisateur. Vous pouvez aussi modifier le type
ou I'état du compte d'utilisateur.

3 Cliquez sur Save (Enregistrer).

Réinitialiser le mot de passe d’un utilisateur

Un administrateur peut changer son propre mot de passe ou celui d'un autre administrateur,
ou réinitialiser le mot de passe d'un opérateur.

1 Sélectionnez l'utilisateur dans I'onglet User (Utilisateur) du module Users (Utilisateurs).

2 Cliquez sur Reset Password (Réinitialiser le mot de passe).

User Full Name Role Status Email Phone Number Password

&y or R B fdmin Administratar Administrator Enabled

= — y Usar Usee Usar Enabled
Suger User St Lises Liser Enabiled
3 Une boite de dialogue s'ouvre, qui affiche le nouveau mot de passe.

4 Prenez note du mot de passe et cliquez sur OK.

Supprimer un compte d’utilisateur

Pour supprimer un compte d'utilisateur, sélectionnez l'utilisateur dans I'onglet User (Utilisateur)
du module Users (Utilisateurs), puis cliquez sur Remove (Supprimer). Lorsque vous supprimez un
compte d'utilisateur, toutes les informations liées au compte et toutes les données acquises par
cet utilisateur sont supprimées. Les fichiers FCS enregistrés par 'utilisateur sont conserves.
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Use Time (Temps d'utilisation)

Sélectionnez I'onglet Use Time (Temps d'utilisation) du module Users (Utilisateurs).

Le temps d'utilisation affiche la durée totale d'utilisation par jour, par semaine ou par mois et le
nombre de sessions sur le systeme pour chaque utilisateur. Sélectionnez Admin, User (Utilisateur)
ou SuperUser (Super-utilisateur) pour visualiser et exporter les temps d'utilisation des comptes
d'utilisateur correspondants.

o= L L
lUsers Lhses Tire o & Sety Acquisitios Waorklist  ExtraTools  Libaary  Prefe
a4 Select Uses(z) to Export [P weekly Manthly Al T Export Al
U T
¢| kind B User User Full Name Day Duration Session Count
<o i Adrmin Super Use Supr User 202%-08-12 20 1
a2 L 8 User Admin Administrator 2021-08-12 368 2

& Super User User User 2021-08-12 25 1

Admin administrator 2021-08-11 24h 59m 245

Pour afficher les sessions de connexion individuelles pour chaque journée, sélectionnez Login
Sessions (Sessions de connexion). Sélectionnez Admin, User (Utilisateur) ou SuperUser (Super-
utilisateur) pour visualiser et exporter les sessions de connexion des comptes d'utilisateur
correspondants. L'heure de connexion et de déconnexion de chaque session est affichée, ainsi
que la durée correspondante. Les administrateurs peuvent gérer la liste de sessions de connexion
en supprimant toutes les sessions avant une date précisée. Pour supprimer les sessions, cliquez
sur Manage Use Time (Gérer le temps d'utilisation), sélectionnez la date, puis cliquez sur Delete
(Supprimer).

USENS: tsotime
<4 Select User(s) to Expart [N wockly Maonthly Al £ Export Al
=
Lo L The E User User Full Name Day Duration Session Count
L s Adrmin Super User Supr User 2021-08-12 20% 1
R B User Admin Adminiztrator 2021-08-12 36 2

& Super User User User 2021-08-12 25 1

Admin Administrator 2021-08-11 24h 59m 245

Les administrateurs peuvent exporter les temps d'utilisation et les sessions de connexion
quotidiens, hebdomadaires et mensuels dans des fichiers .csv en sélectionnant le ou les
utilisateurs et les dates des sessions, puis en cliquant sur Export (Exporter), ou en sélectionnant
Admin, User (Utilisateur) ou SuperUser (Super-utilisateur), puis en cliquant sur Export All

(Tout exporter) pour exporter tous les temps d'utilisation ou toutes les sessions de connexion.
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User Role (Role des utilisateurs)

Les administrateurs peuvent modifier les privileges associés aux rdles de User (Utilisateur) et de
SuperUser (Super-utilisateur). Les administrateurs peuvent aussi créer et modifier de nouveaux
réles d'utilisateur personnalisés. Les privileges des administrateurs ne peuvent pas étre modifiés.
Modification d'un réle d'utilisateur

1 Sélectionnez User Role (Rdle des utilisateurs) dans l'onglet Users (Utilisateurs), puis choisissez
le nom d'utilisateur (réle) que vous souhaitez modifier.

Les réles (et les noms) des utilisateurs par défaut sont Administrator (Administrateur),
SuperUser (Super-utilisateur) et User (Utilisateur). Le réle d'administrateur ne peut pas
étre modifié.

2 Cliquez sur Edit (Modifier) pour modifier le role d'utilisateur sélectionné.
3 Modifiez les privileges associés au role de I'utilisateur, puis cliquez sur Save (Enregistrer).

Voir « Privileges associés aux réles des utilisateurs » dans la section suivante.

/' Edit User Role

Role Name:  Administrator
Base Type: Administrator

Description:

Privileges
Instrument Control: Gains of Fluorescent Channels Customize Parameters (Signal Types)

Window Extension Area Scaling Factors

Change Laser Delay Can enable data collection during warm up

Documents: Create Fluorescent Tag

Create Reference Control

Manage All User Types

Create User Role

4 Sivous souhaitez restaurer les valeurs par défaut des privileges associés au réle d'utilisateur,
cliquez sur Restore Default (Restaurer les valeurs par défaut) dans la fenétre Edit User
Role (Modifier le réle des utilisateurs).
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Priviléges associés aux réles des utilisateurs

Le tableau suivant indique les privileges associés aux trois types d'utilisateurs par

défaut (Administrateur [Administrateur], SuperUser [Super-utilisateur] et User [Utilisateur]).
Les administrateurs peuvent modifier les privileges associés aux réles de SuperUser (Super-
utilisateur) et User (Utilisateur). Les privileges des administrateurs ne peuvent pas étre modifiés.

Privileges Utilisateur LSJEcjili)iig-teur Administrateur
Contrdle de l'appareil

Modifier les gains de fluorescence v

Personnaliser les parameétres (types de v v
signaux)

Extension de fenétre v v
Facteurs d'échelle de l'aire v v v
Modifier le délai du laser v v
Activer 'acquisition de données pendant le v v
préchauffage (préférence du cytomeétre)

Documents de la bibliotheque

Gérer le lot de billes pour QC v v
Créer des fluorochromes v v v
Créer un marqueur 4 v 4
Créer un contréle de référence v v v
Gestion des utilisateurs

Gérer les utilisateurs v v
Gérer tous les types d'utilisateurs v
Créer un role d'utilisateur v

Création d'un réle d'utilisateur

Les administrateurs peuvent créer de nouveaux roles d'utilisateur sur la base des priviléges des

trois réles par défaut.

1 Sélectionnez User Role (Rdle des utilisateurs) dans l'onglet Users (Utilisateurs).

2 Cliguez sur New (Nouveau).

3 Saisissez un nom pour le nouveau réle d'utilisateur.

4 Sélectionnez Base Type (Type de référence) pour le nouveau réle. Les types de référence sont
Administrator (Administrateur), SuperUser (Super-utilisateur) et User (Utilisateur).
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Le nouveau role peut avoir les mémes privileges que le type de référence sélectionné. Vous
pouvez supprimer certains privileges mais vous ne pouvez pas accorder d'autres privileges
au type de référence. Par exemple, si vous souhaitez que le nouveau réle utilisateur gere les
informations sur les lots de billes pour QC, sélectionnez SuperUser (Super-utilisateur) comme
type de référence, car User (Utilisateur) n'a pas ce privilege.

/' Create User Role

Role Name:  LabSupervisor

Base Type: Administrator -
Description:  Type a description...
Privileges
Instrument Control: Gains of Fluorescent Channels Customize Parameters (Signal Types)
Window Extension Area Scaling Factors
Change Laser Delay Can enable data collection during warm up
Documents: Manage QC Bead Lot Create Fluorescent Tag
Create Label Create Reference Control
Manage User Manage All User Types

Create User Role

X Cancel B save

5 (Facultatif) Saisissez une description.
6 Cliquez sur Save (Enregistrer).
Le nouveau roéle utilisateur s'affiche sous Role Name (Nom de réle).

Suppression d’un réle d'utilisateur

Les administrateurs peuvent supprimer un réle d'utilisateur personnalisé.

1 Sélectionnez User Role (Rdle des utilisateurs) dans l'onglet Users (Utilisateurs).
2 Cliquez sur Delete (Supprimer).

3 Cliquez sur Delete (Supprimer) pour confirmer la suppression.
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User Policy (Politique d'utilisation)

Les administrateurs peuvent configurer des consignes générales relatives aux mots de passe
et a la sécurité de la connexion.

1 Sélectionnez User Policy (Politique d'utilisation) dans I'onglet Users (Utilisateurs) pour afficher les
politiques d'utilisation.

USEers  user poiy

Password

Expires After:  Never ~ day(s)

. User Role Can Be Reused After: 0 ~ day(s)
as  User Policy Password Strength: O Strong O Medium @ Weak
Legin

Maximum Login Attempts: Never

The user account will automatically be locked
after the set number of attempts. An Admin will
be required to unlock the account.

If Inactive, Automatically Logout After  Never + minute(s) ~

0 Change Default Password When Login Next Time

Enable Login Username Typing Prompt

2 Sélectionnez ce qui suit:

+ sietquand les mots de passe expirent
+ sietquand les mots de passe peuvent étre réutilisés
+ laforce du mot de passe

- un mot de passe fort a 8 a 20 caractéres contenant des majuscules et des minuscules,
au moins un chiffre et au moins un caractere spécial

- un mot de passe moyen a 6 a 20 caractéres contenant des lettres et des chiffres

- un mot de passe faible n'a aucune restriction

+ sietquand un nombre maximal de tentatives de connexion échouent (les utilisateurs ne
peuvent plus accéder au SpectroFlo une fois atteint le nombre sélectionné de tentatives de
connexion infructueuses)

+ sietquand les utilisateurs sont automatiquement déconnectés en cas d'inactivité pendant
la durée sélectionnée (1 minute a 45 heures, par incréments variés)

+ la modification du mot de passe par défaut lors de la prochaine connexion (si le mot de
passe par défaut « Rainbow » est configuré, 'utilisateur sera invité a créer un nouveau mot
de passe)

+ l'activation de l'invite de saisie du nom d'utilisateur a la connexion (lorsque vous commencez
a taper le nom d'utilisateur, une liste de noms contenant les caractéres correspondants
s'affiche)
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7

Déconvolution et compensation

Déconvolution spectrale

Il est important de comprendre le concept de déconvolution spectrale pour savoir comment les
données sont générées et analysées a l'aide du cytometre en flux NL-CLC et du logiciel SpectroFlo.
La déconvolution spectrale permet d'identifier le signal de fluorescence émis par chaque
fluorophore utilisé dans une expérience donnée.

Concepts de base de la cytométrie en flux a spectre complet

Comme les fluorophores émettent de la lumiére sur une plage de longueurs d'onde, des filtres
optiques sont généralement utilisés pour limiter la gamme de fréquences mesurées par un
détecteur donné. Cependant, lorsque deux fluorophores ou plus sont utilisés, le chevauchement
des plages de longueurs d'onde ne permet pas aux filtres optiques d'isoler la lumiére provenant
d'un fluorophore donné. Par conséquent, la lumiére émise par un fluorophore apparait dans un
détecteur non primaire (prévu pour la détection d'un autre fluorophore). C'est ce qu'on appelle le
« signal de fuite ». Dans la cytométrie en flux conventionnelle, le signal de fuite peut étre corrigé en
utilisant un calcul mathématique appelé « compensation ». Des contréles mono-marqués doivent
étre acquis pour calculer 'étendue du signal de fuite dans chacun des détecteurs non primaires.

La capacité de mesurer le spectre d'émission complet d'un fluorophore permet au systéeme
d'utiliser une méthode différente pour isoler le signal souhaité du signal parasite. Pour pouvoir
différencier les divers fluorophores, ceux-ci doivent présenter des signatures ou patrons distincts
sur I'ensemble du spectre. Comme le systeme examine I'ensemble de la plage d’émission d'un
fluorophore donné, et pas uniquement I'émission maximale, deux colorants dont I'émission

est similaire mais qui présentent des signatures spectrales distinctes peuvent étre différenciés.

La méthode mathématique pour séparer les signaux de plusieurs fluorophores ou colorants
s'appelle la « déconvolution spectrale » et produit une matrice de déconvolution qui est appliquée
aux données. Bien que le concept mathématique ne soit pas identique a celui de la compensation
conventionnelle, le principe général est le méme. Comme dans le cas de la compensation, il est
nécessaire de disposer de contrdles mono-marqués (que le logiciel SpectroFlo appelle « contrdles
de référence »), car ils fournissent les informations de spectre complet de fluorescence requises
pour réaliser la déconvolution spectrale.

Un avantage de la déconvolution est qu’elle donne la possibilité d'extraire I'auto-fluorescence d'un
échantillon et de la traiter comme un parameétre distinct. Ceci est particulierement avantageux
pour les analyses avec des particules présentant une auto-fluorescence importante, pour lesquelles
ce bruit de fond élevé a un impact dans la résolution des signaux fluorescents. Pour chaque
expérience, vous pouvez définir un ou plusieurs contréles non marqués (un par groupe), selon
que les échantillons multicolores ont ou non les mémes signatures d’auto-fluorescence.
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Dans la figure de gauche ci-dessous, les tracés spectraux de visionneurs de spectre conventionnels
montrent un chevauchement important entre les pics de spectres d’émission pour Qdot 705 et
BV711. Sur la figure de droite, les tracés spectraux de NL-CLC présentent des signatures distinctes
pour Qdot 705 et BV711.

o i Qdot705
A - ]
) ; PR PP ’
e BV711

Déroulement de la déconvolution

Vue d’ensemble de la déconvolution

Le déroulement de la déconvolution peut suivre trois schémas différents dans le logiciel SpectroFlo -
deux sont disponibles dans le module Acquisition et un dans le module Extra Tools (Outils
supplémentaires) :

« déconvolution en direct lors de I'acquisition ;
« déconvolution apreés l'acquisition (dans le module Acquisition) ;
« déconvolution apreés 'acquisition (dans le module Extra Tools [Outils supplémentaires]).

Lorsque les données sont acquises avec une déconvolution en direct, les références sont acquises
comme données brutes soit au cours de I'expérience, dans le cadre du groupe de référence, soit au
préalable, dans le module QC & Setup (QC et configuration) en tant que contrdles de référence.
Des références pour tous les fluorochromes utilisés dans une expérience donnée doivent étre
présentes dans le systeme pour que la déconvolution en direct des échantillons multicolores
puisse étre réalisée. La fonctionnalité de déconvolution en direct vous permet de visualiser les
données déconvoluées lors de l'acquisition.

Contréles de référence pour la déconvolution

Selon le moment ou vous réalisez la déconvolution des données, vous devrez utiliser les contréles
suivants :

Déconvolution Controdles de référence

Déconvolution en direct Controdles de référence acquis au cours de I'expérience ou dans
QC & Setup (QC et configuration)

Déconvolution apres Contréles de référence acquis au cours de 'expérience ou dans

I'acquisition dans le QC & Setup (QC et configuration)

module Acquisition
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Déconvolution Controles de référence

Déconvolution aprés Des fichiers FCS d’échantillons acquis dans n'importe quelle
I'acquisition dans le expérience

module Extra Tools
(Outils supplémentaires)

Les échantillons multicolores peuvent également étre acquis en tant que données brutes
et déconvoluées apres l'acquisition. Cette opération peut étre exécutée soit dans le
module Acquisition, soit dans le module Extra Tools (Outils supplémentaires).

Déroulement de la déconvolution

' N

DECONVOLUTION EN DIRECT DECONVOLUTION APRES L'’ACQUISITION

Dans le module Acquisition /
q Dans le module Extra Tools

Faites 'acquisition de tous les contréles Dans le module Acquisition (Outils supplémentaires)
de référence (expérience ou QC & Setup).

Faites I'acquisition de tous les Les controles de référence et les
l contrbles de référence et échantillons. échantillons ont été acquis auparavant
(fichiers FCS). [Il est possible que les
i controles de référence n‘aient pas été
Cliquez sur Unmix acquis en tant que référence ou ne soient
a a 2 Cliquez sur Unmix pas tous dans la méme expérience.]
. v o ’ O i
i l Cliquez sur Spectral Unmixing
Extra TOOIS specim somng
Vérifiez 'extraction de 'auto- — - v
fluorescence, au besoin ; ajustez Vérifiez 'extraction <_je I’a.uto- @ Spectral Unmixing
les fenétrages sur les graphiques fluorescence, au besoin ; ajustez k
FSC vs SSC, histogrammes les fenétrages sur les graphiques
et tracés spectraux. FSC vs SSC, histogrammes
i et tracés spectraux. i
l Importez les fichiers FCS. Définissez

. . L. les types d'échantillons et fluorochromes
Cliquez sur Live Unmixing pour les échantillons mono-marqués.

Cliquez sur Create New Unmixed
B Ceate i @ Experiment l

© m Ajustez les fenétrages sur les

i graphiques FSC vs SSC, histogrammes
et tracés spectraux.
Faites l'acquisition des échantillons l
dans une feuille de travail déconvoluée. i
Les fichiers de données brutes Une nouvelle expérience pour analyse
et de données déconvoluées est créée automatiquement. Seuls les ) R )
sont enregistrés. fichiers de données déconvoluées sont | Cliquez sur Unmix /2 Unmix

enregistrés. Les fichiers de données
brutes sont enregistrés dans
I'expérience d'origine. Seuls les fichiers de données
déconvoluées sont enregistrés.

Contréles négatifs/non marqués

En plus des contrdles de référence positifs requis pour la déconvolution spectrale, un contréle
non marqué est également nécessaire pour évaluer 'auto-fluorescence. Le contréle non marqué
doit étre du méme type et préparé de la méme maniere que les échantillons, car cela garantira

la précision de la déconvolution et de I'extraction de I'auto-fluorescence, au besoin. Idéalement,
les contréles de référence, le contréle négatif et les échantillons sont tous du méme type et
préparés de la méme maniére.
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Il est important de déterminer non seulement l'auto-fluorescence, mais aussi le signal de fuite.
Pour la correction du signal de fuite, le contréle non marqué d'auto-fluorescence peut étre utilisé
s'il correspond au type des échantillons et des contrdles de référence. Cependant, si les contrdles
de référence sont d'un autre type que les échantillons et ne contiennent pas de population négative
dans chaque tube (s'ils ne présentent que des pics positifs), vous devrez utiliser un contréle non
marqué a part, du méme type que les contréles de référence, pour la correction du signal de fuite.

Controles

controbles de référence (billes ou cellules)

Echantillon o , , R
contréle d'auto-fluorescence non marqué (cellules présentant les mémes

Cellules ———— caractéristiques que les échantillons)

contréle non marqué pour signal de fuite (billes ou cellules, correspondant aux
controles de référence)

Déconvolution en direct

Les échantillons peuvent étre déconvolués au cours de 'acquisition. La déconvolution en direct
peut étre réalisée avec le groupe de référence acquis au cours de I'expérience, les contrdles de
référence (acquis lors du QC et enregistrés dans le systeme), ou une combinaison des deux.

Pour chaque tube d’échantillon déconvolué en direct, deux fichiers FCS sont générés, dont I'un est
composé de données brutes et I'autre de données déconvoluées.

Les données déconvoluées en direct peuvent étre analysées dans des feuilles de travail déconvoluées
dans le module Acquisition. Les feuilles de travail déconvoluées different des feuilles de travail
brutes en ce qu'elles ne présentent que les informations de fluorescence catégorisées selon les
fluorochromes définis pour chaque expérience.

Procédure de déconvolution en direct

1 Créez une nouvelle expérience avec des fluorochromes définis. Créez un groupe de référence
dans l'expérience avec les fluorochromes, s'il en existe qui n‘'ont pas encore été enregistrés
comme contréles de référence. Voir « Création d'une nouvelle expérience » en page 61 pour

les détails
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B o e T o o B & & B K k b ¢ 0 CHBEDIE R & 8 aa&a B
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2 Pourvisualiser les données des tubes de contrdles de référence, vérifiez que CytekAssaySetting
est sélectionné, puis cliquez sur Start (Démarrer). Si nécessaire, utilisez Instrument Controls
(Contrdles de I'appareil) pour ajuster les parametres de sorte que tous les événements soient
a la bonne échelle. Examinez tous les contrdles ainsi que les tubes multicolores et procédez aux
ajustements nécessaires sur l'appareil pour faire en sorte que les populations soient a la bonne
échelle avant de commencer I'enregistrement.

Pour modifier les critéres d'acquisition, cliquez sur Edit (Modifier) au niveau de I'expérience et
sélectionnez I'onglet Acquisition. Pour modifier les propriétés d'un seul tube, faites un clic droit
et sélectionnez Tube Properties (Propriétés du tube).

B REMARQUE : le temps nécessaire pour la déconvolution des données augmente avec le
nombre d'événements acquis.

3 Lorsque vous étes prét a démarrer l'acquisition, cliquez sur Record (Enregistrer). L'acquisition
s'arréte des que le premier critere d'arrét est rempli.

B REMARQUE : si nécessaire, vous pouvez mettre 'enregistrement en pause pour modifier
le débit.

4 Lorsque tous les contrbles de référence sont acquis, cliquez sur Unmix (Déconvoluer) dans la
barre d'outils en haut a gauche.

5 Dans le cas des contréles non marqués, nous vous recommandons de sélectionner Use Control
from Experiment (Utiliser le contrdle de I'expérience) si vous réalisez la déconvolution avec les
contréles que vous avez acquis au cours de I'expérience.

6 Sinécessaire, pour les contrdles marqués, sélectionnez Use Control from Library (Utiliser le
contrdle de la bibliotheque) si vous réalisez la déconvolution avec les contrdles de référence
acquis dans QC & Setup (QC et configuration).

Des cases cochées apparaissent pour les contrdles provenant de QC & Setup (QC et
configuration). La case n’est active que si les contréles de référence de ces fluorochromes
ont déja été enregistrés avec les contréles de référence du module QC & Setup (QC et
configuration).

/A Unmix Experiment

Select Controls |dentify Positive/Megative Populations

UNSTAINED CONTROLS
Use Control from Library

® Use Control from Experiment Reference Group - Unstained (Cells)

Name Control Type

Reference Group - Unstained (Cells) Calls

STAINED CONTROLS

1 From Library Fluorescent Tag Control Unstained Generic

O FITC FITC (Cells) b ]

7 Cliguez sur Next (Suivant).
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8 Utilisez I'onglet Identify Positive/Negative Populations (Identifier les populations positives et
négatives) pour inclure les populations positives et négatives pour chaque fluorochrome dans
le fenétrage approprié.

Seuls les tracés des données des échantillons que vous venez d'acquérir sont affichés, et pas
ceux des contrdles de référence de la bibliothéque que vous avez utilisés.

B REMARQUE : si vous devez mettre les axes FSC et/ou SSC a I'échelle logarithmique, cochez
la case Log (Journal).

M Unmix Experiment

Select Controls Identify Positive/Negative Populations QC Controls

Control Control Type Fluorescent Tag [J FSC Log [ SSC Log
FITC (Cells) P P1

FITC (Cells) Single Stained FITC O m] A0

Alexa 532 (Cells) Single Stained Alexa 532 (m] a Siité L

PE (Cells) Single Stained PE O (] 120

e § egative
. . g 2om 3
PE-Cy7 (Cells) Single Stained PE-Cy7 O (m] 80

a. Déplacez le polygone de fenétrage sur le graphique FSC vs SSC a gauche pour inclure la
population de singlets. Maintenez enfoncée la touche Ctrl pour déplacer tous les polygones
de fenétrage en méme temps.

b. Déplacez le fenétrage d'intervalle positif sur I'histogramme pour inclure la population
marquée positive. Déplacez le fenétrage d'intervalle négatif pour inclure la population
négative.

c. Déplacez le fenétrage d'intervalle du tracé spectral a droite pour sélectionner le canal qui
présente la fluorescence la plus intense. Ce canal est le canal d’émission maximale du
fluorochrome en question.

B REMARQUE : si 'un des contrdles est peu clair ou qu'il ne contient pas suffisamment
de données, vous pouvez l'acquérir de nouveau ou y ajouter des données et répéter la
déconvolution.

A\ Unmix Experiment

Select Controls Identify Positive/Negative Populations Q€ Controls

Control Control Type  Fluorescent Tag [ FSClog [0 S5C Llog
I
FITC (Cedls) Single Stained FITC o a .1
"
Alexa 532 (Calls) Single Stained  Alexa 532 u] o H
1
PE (Cells) Single Stoined  PE o o "1
PE-Cy7 (Celis) single Stained PE-CyT =] (] § 1r-j E
|
APC (Cells) Single Stained ARC =] (] p—
PO —
Alexa Fluor 700 (Cells) Single Stained Alea Fluor 700 o n]
[t
I A e e e e
APC-Fire 750 (Cells Single Stained  APC-Fire 750 o a o tom  zom  dom B i R il M A g
oA
Reference Group - Ustsined (Cells)  Unstained NiA =] =] ) Alexa 532 (Cells) i m
a0m=
b "
] i
”‘1
g w
%
1w — -
o

T T
P R O Ry
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9

(Facultatif) Pour comparer les controles de référence acquis dans I'expérience aux controles
de référence reperes, cliquez sur Next (Suivant).

B REMARQUE : pour obtenir des informations sur la création de repéres, voir « Réglage de
contrdles de référence comme repéres pour le QC des contrdles de référence » en page 44.

Deux options vous permettent de comparer les deux contréles de référence : Spectral Profile
(Profil spectral) et Similarity™ Matrix (Matrice de similarité).

Spectral Profile (Profil spectral) présente le spectre d’émission des contrdles de déconvolution
par rapport aux spectres repéres désignés par l'utilisateur. Le spectre des contrbles de
référence repéres apparait en rouge et celui des contrdles de référence en noir.

Un indice de similarité s'affiche a droite des graphiques. Une valeur proche de 1 indique des
signatures spectrales similaires, tandis qu'une valeur proche de 0 indique des signatures
spectrales distinctes. Pour la comparaison aux repéres, la valeur doit étre proche de 1. Si elle
estinférieure a 0,97, elle sera marquée avec un symbole d’avertissement jaune. Cela indique
que les spectres des contrbles de déconvolution et ceux du repére ne correspondent pas.

Si l'indice de similarité est inférieur a cette valeur, il est impératif de vérifier le controle

de déconvolution par rapport au spectre de référence fourni dans les conseils relatifs aux
fluorochromes dans le menu Help (Aide). Voir Similarity™ Matrix (Matrice de similarité) dans

la section suivante.

L'indice de similarité peut aussi étre utilisé lors de 'examen et de la comparaison des
signatures spectrales complétes de deux colorants donnés. Les colorants dont les signatures
spectrales sont similaires peuvent étre difficiles a résoudre. Dans ce cas, il est préférable
d'utiliser des colorants avec un indice de similarité < 0,98. Voir spectrum.cytekbio.com pour

obtenir un outil de visualisation du spectre complet.

Siaucun contréle repére n'est établi pour un colorant donné, le graphique correspondant
montrera seulement une ligne noire qui représente le spectre du contréle de déconvolution.

N/A (sans objet) sera affiché a c6té de l'indice de similarité.

A Unmix Experiment

Select Controls  Identify Positive/Negative Populations  QC Controls

Select a Control to View

Available Controls
FITC

Spectral Profile

|

e Similarity Index: 0.95518
T T T T T T T T T T T T T T T
SPRoPPPEeder e e &

e d
&
&
%
& 4
&
&
44
&y 4

Similarity Inclex: N/A
........
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spectrum.cytekbio.com

Select Controls

Similarity™ Matrix (Matrice de similarité) affiche une matrice d'indices de similarité et une

valeur d'indice de complexité.

Cliquez sur View Similarity Index (Afficher I'indice de similarité) au-dessus de la matrice pour
afficher les indices de chaque colorant. La Similarity™ Matrix (Matrice de similarité) affiche
I'indice de similarité de chaque colorant par rapport a lui-méme et a tous les autres colorants
qui doivent étre déconvolués dans cette expérience.

L'indice de complexité est une mesure calculant a quelle hauteur une série de signatures
spectrales sont distinguables les unes des autres lorsqu’elles sont déconvoluées ensemble.
[l calcule ceci en examinant le rapport de l'indice de similarité de la combinaison de
signatures qui se superpose le moins a celui de la combinaison qui se superpose le plus.

A Unmix Experiment

Select a Control to View Hide Similarity Index

Available Controls
[! Sp ctral Prof
5 Similarity Matrix

FITC

Alexa 532

Alexa Fluor 700
APC-Fire 750

Complexity Index: 277

Identify Positive/Negative Populations

QC Controls

FITC

PE

PE-Cy7

APC

Alexa Fluor 700
APC-Fire 750

Alexa 532

S leE 02 01 o
o
O8I 002 0 0

0.2 .‘1' 002 001 0 001

001 002 0.02 9 002 007 0.18

o
o
=2

o

0 0 001 002 B
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10 Cliquez sur Live Unmix (Déconvolution en direct).

i@ Create New Unmixed Experiment
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11 L'assistant se ferme et I'expérience réapparait. Le groupe de référence affiche maintenant

l'icone « déconvolué » a gauche du ou des tubes. Sélectionnez une feuille de travail
déconvoluée pour visualiser les données déconvoluées.

Acq U iSitiOﬂ Experiment

i’ *7C Demao Panel 20190826
g d V4 0
? Save Save As Edit Unmix
m §+ Tube m Group ~
» W Reference Group
v Group_001
B Tube 001
> B Tube 002

Collapse All

7€ @

Default Raw Worksheet

o Y I S N R R Y

All Events

4.0M -
3.0M
2 20M-

L]

P

12 Sélectionnez le tube a échantillon que vous souhaitez acquérir. La fleche verte indique que le
tube est sélectionné. Cliquez sur Start (Démarrer), puis sur Record (Enregistrer).

Dans My Experiments (Mes expériences), ouvrez les expériences que vous avez déja réalisées
si vous souhaitez examiner les données ou acquérir d'autres échantillons.

Acq U I S |ti0n Experiment

§ Select an experiment
.? B Default
o] ® New

@ Template

|4s

Import

My Experiments

Les fichiers FCS sont conservés dans le dossier Export (Exporter) par défaut ou dans le
dossier par défaut que vous avez désigné. Voir « Storage Preferences (Préférences de

stockage) » en page 90 pour plus d'informations. Les fichiers FCS des données déconvoluées
en direct sont enregistrés sous forme de données brutes et de données déconvoluées.

Analyse des données hors ligne

Pour analyser les données hors ligne, vous pouvez cliquer sur My Experiments (Mes expériences),

sélectionner les expériences que vous souhaitez exporter, faire un clic droit et sélectionner

Export (Exporter). L'ensemble de 'expérience est alors exporté sous forme de fichier ZIP
contenant tous les fichiers FCS et les modeéles de feuilles de travail. Cette expérience peut étre
importée dans d'autres copies du logiciel SpectroFlo ou décompressée pour accéder aux
fichiers FCS et les analyser a l'aide d'un autre logiciel.
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Déconvolution apreés l'acquisition

Les échantillons peuvent également étre acquis en tant que données brutes, puis déconvolués
apres l'acquisition. Deux méthodes peuvent étre utilisées a cette fin :

+ déconvolution apres I'acquisition dans le module Acquisition (voir ci-dessous) ;

+ déconvolution apres I'acquisition dans le module Extra Tools (Outils supplémentaires,
voir page 111).

Déconvolution apres l'acquisition dans le module Acquisition

L'assistant de déconvolution dans le module Acquisition limite les contréles de référence a ceux
provenant du groupe de controle de I'expérience ou des contréles de référence acquis dans
QC & Setup (QC et configuration).

Pour réaliser la déconvolution apres l'acquisition dans le module Acquisition, suivez la méme
procédure que pour la déconvolution en direct, avec les modifications suivantes :

1 Faites l'acquisition de tous les tubes de contréles de référence et d’échantillons avant de
sélectionner le bouton Unmix (Démixer) dans le volet supérieur gauche.

2 Examinez les graphiques spectraux en procédant comme suit, si nécessaire :

a. Déplacez le polygone de fenétrage sur le graphique FSC vs SSC a gauche pour inclure la
population de singlets. Maintenez enfoncée la touche Ctrl pour déplacer tous les polygones
de fenétrage en méme temps.

b. Déplacez le fenétrage d'intervalle positif sur 'histogramme pour inclure la population
marquée positive. Déplacez le fenétrage d'intervalle négatif pour inclure la population
négative.

c. Déplacez le fenétrage d'intervalle du tracé spectral a droite pour sélectionner le canal qui
présente la fluorescence la plus intense. Ce canal est le canal d’émission maximale du
fluorochrome en question.

2 Unmix Experiment

Select Controls  Identify Positive/Negative Populations Q€ Controls

Contrel Control Type  Fluorescent Tag O FSC Log [ SSC Log
HITC (Calls)
FITC (Cells) Single Stained  FITC o

Alexa 532 (Cells Single Stained Alexa 532 [m] (]

o Tom zom am
SC-A
A o o ) Alexa 532 (Celke)

APC-Fire 750 [Cells]

Reference Group - Unitained (Cels)
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3 Cliquez sur Create New Unmixed Experiment (Créer une nouvelle expérience déconvoluée).

Une nouvelle expérience s'ouvre avec une nouvelle feuille de travail déconvoluée.

B Create New Unmixed Experiment

Dans My Experiments (Mes expériences), ouvrez les expériences que vous avez déja réalisées
si vous souhaitez examiner les données ou acquérir d'autres échantillons.

AcCquisItion  egeiment

§ Select an experiment
.? B2 Default
m ® New

[[] Template

# Import

Les fichiers FCS sont conservés dans le dossier Export (Exporter) par défaut ou dans le
dossier par défaut que vous avez désigné. Voir « Storage Preferences (Préférences de
stockage) » en page 90 pour plus d'informations. Les fichiers FCS des données déconvoluées
apres l'acquisition sont enregistrés sous forme de données déconvoluées uniquement.

Déconvolution apres l'acquisition dans le module Extra Tools (Outils supplémentaires)

Lorsque vous réalisez la déconvolution apres I'acquisition dans le module Extra Tools (Outils
supplémentaires), vous pouvez choisir les fichiers FCS a déconvoluer (par exemple, des contréles
provenant de différentes expériences, des contrdles de référence acquis lors du QC et de la
configuration ou des contréles mono-marqués qui n‘ont pas été acquis dans un groupe de
référence).

Un fichier FCS peut étre classé dans trois catégories :
+ Single Stained (mono-marqué) ;

+ Unstained (non marqué);

+ Sample (échantillon).

B REMARQUE : la liste doit contenir au moins un fichier FCS d’'un controle mono-marqué et un
fichier FCS d'un contréle non marqué, faute de quoi la déconvolution ne pourra pas étre réalisée.

B REMARQUE : les parameétres doivent correspondre pour que cette action soit possible.

En outre, les fichiers FCS bruts peuvent également étre compensés de facon conventionnelle dans
ce module, a l'aide de I'onglet Virtual Filters (Filtres virtuels). Cette fonction peut simuler la présence
de filtres et peut réaliser une compensation des données par des méthodes conventionnelles
(voir « Filtres virtuels » en page 115).
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Déconvolution des fichiers de données brutes :

1 Sélectionnez Spectral Unmixing (Déconvolution spectrale) dans le module Extra Tools (Outils
supplémentaires).

2 Cliquez sur Import (Importer) pour importer les fichiers FCS a déconvoluer.

E}(tra TOO'S Spectral Unmixing

/A Spectral Unmixing Spectral Unmixing

@ Virtual Filters * Import ° Delete ° Clear All ‘:) Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label [ Universal Negative
Reference Group Alexa Fluor 488 (Cells  Single Stained = Alexa Fluor 483 + D14 ]
Reference Group_Alexa Fluor 532 (Cells  Single Stained » Alexa Fluor 532 v CD3 a

3 Sélectionnez les fichiers. Sélectionnez plusieurs fichiers a 'aide de la touche Maj ou Ctrl. Cliquez
sur Open (Ouvrir).

4 Lors de I'importation, une boite de dialogue apparait avec des instructions concernant
I'attribution des types d'échantillons. Lisez ces instructions et cliquez sur OK.

@ Assign Sample Types

Please select:
1. For each FCS file, the type of sample: singled stained control, unstained
or sample.
2. For the single stained controls:
a. the fluorescent tag.
b. "Universal Negative" if negative population is to be defined from
unstained tube

Once selection is completed, please click on "Show Plots”.

[0 Don't show this message again!

5 Une fois les fichiers FCS importés, sélectionnez pour chacun d’entre eux le type d'échantillon :
Single Stained (mono-marqué), Unstained (non marqué) ou Sample (échantillon). Le logiciel
attribue automatiquement un type selon le nom du fichier. Si I'attribution automatique est
incorrecte, vous pouvez modifier manuellement le type des échantillons.

EXUE! TOOIS Spectral Unmixing

S0 Spectral Unmixing Spectral Unmixing

@ Virtual Filters ¥ Import @ Delete © Clearall O Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label I Universal Negative
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained - - O
Reference Group - PE (Beads) Single Stained - - O
Reference Group - PerCP {Beads) ‘;ingle Stained v v O
Reference Group - Unstained (Beads)_|| k-.Fnstained ' ' O
Group_001 - MixedBeads éample v "' 0
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6 Les fichiers FCS désignés comme mono-marqués doivent avoir un fluorochrome identifié pour
préciser quel spectre de référence sera utilisé lors de la déconvolution.

EXTra TOO'S Spectral Unmixing

[ Universal Negati

soe Spectral Unmixing Spectral Unmixing

@ Virtual Filters 4 Import @ Delete @ dear Al 5 Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained = | FITC -
Reference Group - PE (Beads) Single Stained ~ | PE -
Reference Group - PerCP (Beads) Single Stained - ;’erCP v

Reference Group - Unstained (Beads)_L  Unstained

Group-001 - MixedBeads Sample

7 Saisissez un marqueur pour chaque contréle mono-marqué et chaque échantillon.

Extra Tools ac gess

SO Spectral Unmixing Spectral Unmixing

@  Virtual Filter #*  Import © Delete @ Clear All
FCS File Type
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained
Reference Group - PE (Beads) Single Stained
Reference Group - PerCP {Beads) Single Stained

Show Plots

Fluorescent Tag
* FITC
- PE

~ PerCP

Label

D4

cp8

co3

Reference Group - Unstained (Beads) L Unstained

Group_001 - MixedBeads Sample

-

-

4

4/8/3

0 Universal Negative

8 Sélectionnez Universal Negative (Négatif universel) pour les fichiers FCS mono-marqués qui
ne comportent pas de population négative ; le contréle non marqué sera alors utilisé pour la
population négative. En bas a gauche de I'écran, cochez si I'auto-fluorescence doit étre utilisée
comme fluorochrome.

9 Cliquez sur Show Plots (Afficher les graphiques) pour afficher les données sous forme de
graphiques FSC vs SSC, d’histogrammes des canaux d’émission maximale et de tracés
spectraux.

10 Les populations positives et négatives doivent étre identifiées en placant les fenétrages
existants a 'emplacement correct. Cliquez sur OK pour ajuster les fenétrages.

a. Déplacez le polygone de fenétrage sur le graphique FSC vs SSC pour inclure la population

b.

de singlets.

Déplacez le fenétrage d'intervalle sur I'histogramme marqué Positive (Positif) pour inclure la
population marquée positive. Déplacez le fenétrage d'intervalle sur I'histogramme marqué
Negative (Négatif) pour inclure la population marquée négative. N'ajustez pas le fenétrage

négatif si vous utilisez Universal Negative (Négatif universel).
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c. Déplacez le fenétrage d'intervalle du tracé spectral a droite pour sélectionner le canal qui
présente la fluorescence la plus intense. Ce canal est le canal d’émission maximale du
fluorochrome en question.

Extra Tools. s

S Spectral Unmixing Spectral Unmixing
(® Previous A Unar
FITC s P1RITC Positive FITC
400 = i
26k
2.0M =
; S PR |
.
# 2om- E § ? | ===
| L - i
-
- @ , . _
| —
L e s e a s mase a ey o Y Mo Sl el S T B e T T -—.m
[ M 20N 1om a0 w0 " W w LRIl EFFe et P PPl A IS de¢d
Fsca B2 Channet
PE 5 P1PE Positive PE
aom- o
16K
10m4
1.2k -
: L s ™
3 rom . { - a
| o -
- @ - = e
! 3 | . - ==
| -
. T ﬂ“rﬁ' T r'l—rm

s A =2 e
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FSCA BeA Channel

PerCP 3 P1 PerCP Positive PorCP
aom e
o
20k !
A0m=
4 s 15K N W
2 20m- . E I ] o
o T orexd] &+ — —_— =
- — — M
oM A | e %_ o s i—_-n_ ="1
I il BT == _]

11 Cliquez sur Unmix (Déconvoluer).

12 Sélectionnez le répertoire vers lequel les fichiers FCS sont exportés ou gardez 'emplacement
par défaut. Cliquez sur OK.

M Export Unmixed FCS Files

Directory: C\Users\Admin-ctb\Desktop m

x ancel [[EICE

Ces fichiers FCS peuvent ensuite étre importés dans une expérience pour I'analyse ou étre
analysés avec un logiciel tiers.

Ajustement du signal de fuite

Vous pouvez ajuster le signal de fuite de fluorescence pour un tube/puits sélectionné.

1 Assurez-vous que la fleche verte est en face du tube/puits et faites un clic droit, puis sélectionnez
Edit Properties (Modifier les propriétés) dans la liste hiérarchique de tube-groupe.

La fenétre Tube/Well Properties (Propriétés des tubes/puits) s'affiche.

2 Sélectionnez I'onglet Spillover (Signal de fuite).
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3 Cliquez sur la case a cocher Enable Compensation (Activer la compensation). L'icéne d'ajustement
du signal de fuite dans la barre d'outils est alors activée.

7" Tube/Well Properties

Tube/Well Fluorescent Tag Acquisition Keywords Instrument Settings Spillover

Enable Compensation ﬁ Save To Library * Save To File

INTO + FROM cFluor V420 cFluor V450 cFluor V547 cFluor B515 cFluor BYG575 cFluor BYG667 cFluor B690

4 Laissez la fenétre Tube/Well Properties (Propriétés des tubes/puits) ouverte, cliquez sur l'icbne
d'ajustement du signal de fuite [3‘3], puis cliquez sur le graphique et faites-le glisser dans le sens
ou vous souhaitez I'ajuster.

Les modifications sont affichées dans la fenétre Tube/Well Properties (Propriétés des
tubes/puits).

{CDB APC-Fire 750-A

L i | T T T
o ot 10* 10% 10"
CO57 PE-CyT-A

5 Cliquez sur Save (Enregistrer) pour enregistrer les modifications. Pour supprimer les modifications,
fermez la fenétre Tube/Well Properties (Propriétés des tubes/puits) et cliquez sur No (Non) dans
la fenétre de confirmation, ou cliquez sur Discard changes (Supprimer les modifications) dans la
fenétre Tube/Well Properties (Propriétés des tubes/puits).

Filtres virtuels

L'option Virtual Filters (Filtres virtuels) dans le module Extra Tools (Outils supplémentaires) vous
permet de réaliser une compensation des données FCS brutes par des méthodes
conventionnelles.

1 Cliquez sur l'onglet Virtual Filters (Filtres virtuels) dans le module Extra Tools (Outils
supplémentaires).

Q]

tup  Acquisition Ex

70 Spectral Unmixing Virtual Filters
@  Virtual Filters 1 3 import @ Clear Al
FCS File Type Fluorescent Tag Label O Universal Negative

Chapitre 7 : Déconvolution et compensation | 115



2 Cliquez sur Import (Importer) pour importer les fichiers FCS bruts a analyser avec les filtres
virtuels.

Ces fichiers FCS peuvent correspondre a des contréles de référence mono-marqués,
des contrdles non marqués et/ou des échantillons. Cependant, vous devez inclure le fichier
FCS d’'un contréle non marqué.

3 Lors de I'importation, une boite de dialogue apparait avec des instructions concernant
I'attribution des types d’échantillons. Lisez ces instructions et cliquez sur OK.

@ Assign Sample Types and Virtual Filters

Please select:
1. For each FCS file, the type of sample: singled stained control, unstained
or sample.
2. For the single stained controls:
a. the fluorescent tag.
b. "Universal Negative" if negative population is to be defined from
unstained tube.
c. the emission wavelength range (virtual filter) that you would like to
consider for each fluorescent tag.

Once selection is completed, please click on “Show Plots".

[ Don't show this message again!

4 Une fois les fichiers FCS importés, vous devez sélectionner pour chacun d’entre eux le type
d’échantillon : Single Stained (mono-marqué), Unstained (non marqué) ou Sample (échantillon).
Le logiciel attribue automatiquement un type selon le nom du fichier. Si I'attribution
automatique est incorrecte, vous pouvez modifier manuellement le type des échantillons.

5 Les fichiers FCS désignés comme mono-marqués doivent avoir un fluorochrome identifié.
Sélectionnez les fluorochromes pour chaque échantillon marqué avec un seul fluorochrome.

S'il n'y a pas de population négative dans le ou les fichiers FCS mono-marqués, sélectionnez
Universal Negative (Négatif universel) et le contréle non marqué sera utilisé comme population
négative.

Le filtre virtuel est automatiquement attribué par le logiciel selon le fluorochrome identifié.
(Facultatif) Pour augmenter la bande passante du filtre virtuel, utilisez le menu déroulant du
canal pour sélectionner la plage voulue. Consultez le tableau ci-dessous pour les plages de
longueurs d'onde.

Fluorescent Tag O Universal Negative Virtual Filter

[m] Channel V1 « to V3 + 421 - 466

1
4

V3
V4
V5

Vé
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6

Le tableau ci-dessous indique les bandes passantes des filtres du systeme.

) Longueur ,
Laser Canal L()cr;grllis‘;;?nor:;ie Band(zr?ris)sante d’ondetg:ie début Londgeuzﬁr(gr%r;de
(nm)

V1 428 15 420 435
V2 443 15 436 451
V3 458 15 451 466
V4 473 15 466 481
V5 508 20 498 518
V6 525 17 516 533
V7 542 17 533 550
Violet V8 581 19 571 590
V9 598 20 588 608
V10 615 20 605 625
V11 664 27 651 678
V12 692 28 678 706
V13 720 29 706 735
V14 750 30 735 765
V15 780 30 765 795
V16 812 34 795 829
B1 508 20 498 518
B2 525 17 516 533
B3 542 17 533 550
B4 581 19 571 590
B5 598 20 588 608
B6 615 20 605 625
Bleu B7 661 17 653 670
B8 679 18 670 688
B9 697 19 688 707
B10 717 20 707 727
B11 738 21 728 749
B12 760 23 749 772
B13 783 23 772 795
B14 812 34 795 829
R1 661 17 653 670
R2 679 18 670 688
R3 697 19 688 707
e R4 717 20 707 727
R5 738 21 728 749
R6 760 23 749 772
R7 783 23 772 795
R8 812 34 795 829

(Facultatif) Saisissez un marqueur pour les contrdles mono-marqués et les échantillons.
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7 Cliguez sur Show Plots (Afficher les graphiques) pour afficher les graphiques.

Extra TOOlS i

Virtual Filters
@ Virtual Filters 2 imgort © Delete © Clear &

FCS Flle Type Fluorescent Tag Label & Universal Negative Virtual Filter
Sengle Stained - HIC - Chaonal B2 = 1o B2 =518 . 539
Sangle Stained - PE - s Channel B4 = 1o B4 =560 - 583

Reference Group « PerCP Beads) Single Stained * PorCP v = Channel B8 + 1o B8 w669 - 68T

Reference Group - Unstained (Beads) L Unstained o

1 Group, 001 - MixedSeads ‘ Sample - - =]

Les données sont présentées sur le graphique FSC vs SSC et sur I'histogramme des
fluorochromes.

8 Les populations positives et négatives doivent étre identifiées en plagant les fenétrages
a 'emplacement correct. Cliquez sur OK pour ajuster les fenétrages.

a. Déplacez le polygone de fenétrage sur le graphique FSC vs SSC pour inclure la population de
singlets. Maintenez enfoncée la touche Ctrl pour déplacer tous les polygones de fenétrage
en méme temps.

b. Déplacez le fenétrage d'intervalle sur I'histogramme marqué Positive (Positif) pour inclure la
population marquée positive. Déplacez le fenétrage d'intervalle sur I'histogramme marqué
Negative (Négatif) pour inclure la population marquée négative. N'ajustez pas le fenétrage
négatif si vous utilisez Universal Negative (Négatif universel).

Les axes horizontaux des histogrammes indiquent le fluorochrome plutdt que le canal/

détecteur
= F:.8
Extra Tools v QChSetin Akt Btratools 1
Virtual Filters
@ Virtual Filters @ Previous @ Caleulate Comp
FTC P1FITE
o ;
| amd
T ‘
&2 1 -
fao LI
1 e |
|
L @ ™
|
[ S ——
a 100 oM nom Ao . 1" 0’ 10 "
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0K
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|
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" | v
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U
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9 Cliquez sur Calculate Comp (Calculer la compensation) une fois les fenétrages ajustés
correctement. Les données compensées par des méthodes conventionnelles sont affichées.
Pour afficher les données d'un fichier FCS particulier, sélectionnez le fichier.

/m
v EdmTool L

Extra ToolS vuna s

Virtual Filters
@ Virtual Filters @ Previows L Enport

S File Maeme Spaliowes Matii

FES File Type Fluorescent Tag
Rieferance Group - FITC {Baads

Feforonce Group « PE (Deads)

Fefarence Group - ParCP (Beads) SingleStainedCats Perch
Refarence Group - Ungtained (Beads]  LingtainedCells
Group 001 « MizedBeads Sample
- il P1 P . I ‘ " L] . ]
aom ] { | | i {
| wq 1w ey Wy w‘-]
o L ] - 1' i 4
w 1w 18 e w 1w
3 . H s | i L E
ﬁlmi F i, 4 By F w w-{ .
| e @ 3 S =
e n--i. 1a* $ . 10 -1‘ : | nr-]' m'} 4 q,
= U ot . P (oS — £ o - £ SPRIE
o v aau m dow wowoow oW ow wowoow oW w wowoow ow ow wow oW o W wow ow oW
[ nea A Peetr A e e

La matrice de signal de fuite est également calculée. Cliquez sur Spillover Matrix (Matrice de
signal de fuite) pour afficher les valeurs de signal de fuite.

Extra TOOlS v s

Virtual Filters
@ Virtual Filters & Previow # Eport
FCS File Mame Spilloves Matri
INTG + FROM + FITC PE PerCP
FITC 100 o 12
PE 5379 274
PerP 198 (30 100
P f La . L4} . . Pl Pl
uu-] i i { {
.r-[ e wy e 0
nom i ] i i }
" " & [
1= & et w # .
i 1 < | 3 1 i
L L i 3 E. B i 2
3 f . o wq i w
T - i | - i
1o ..-1 m'-% ‘ 1.-1— ] L ] I,.-1 - M 1
wy w'q A wy Wy 'y
a wowoo o oW w o oW e e o< e S B . - R P e R it ®
ntca A PcrA en e

10 Cliquez sur Export (Exporter) et sélectionnez 'emplacement ol vous souhaitez exporter les

données compensées par des méthodes conventionnelles. Les fichiers sont exportés dans
un dossier appelé Compensated (Compensé) suivi de la date et de I'heure de I'exportation.
Les fichiers peuvent ultérieurement étre réimportés dans une expérience pour analyse dans

le logiciel SpectroFlo.
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Créer ou ouvrir une liste de taches

Liste de taches

1 Dans le module Worklist (Liste de taches), cliquez sur New (Nouveau) dans la barre d'outils pour
créer une nouvelle liste de taches.
Les listes de taches existantes sont affichées sous la barre d'outils Worklist (Liste de taches).

2 Sélectionnez la liste de taches souhaitée et faites un double clic dessus, ou cliquez sur
Open (Ouvrir) en bas pour ouvrir la liste de taches.

Worklist worist

0

nl

5

! Import

TNBKO0O1
Created By:
Date Created:
Date Modified:
Open >

@ New

Admin
June 09, 2021 - 10:16 AM
June 10, 2021 - 09:35 AM

Worklist_002
Created By:
Date Created:
Date Modified:
Open >

Admin
June 09, 2021 - 09:47 AM
June 09, 2021 - 10:07 AM

Worklist_001

Created By: Admin

Date Created: June 08, 2021 - 16:38 PM
Date Modified:  June 09, 2021 - 09:37 AM

Open »

Chapitre 8: Liste de taches | 121



Ajouter des taches

Une fois la liste de taches ouverte, cliquez sur le bouton Add (Ajouter), ou cliquez sur la fleche
de déroulement dans la colonne Task (Tache) de la liste de taches pour ajouter des taches.

Worklist_002 o
© b Z Yt Hi G =
Add  RefControls  Unmix Control Lot  Options Export CSV  Export PDF Print
No. Sample ID  Task Status Signed By
< v Daily QC -
2 11 [ Qc Tube (2002)
v 2 Sample_001 B3 7C TBNK MT ~ To Be Acquired
2.1 0 7cs
v3 Sample 002 B3 7C TBNK MT ~ To Be Acquired
31 0 7cs
v 4 (1) Fluidics Shutdown -
4.1 [J Fluidics Shutdown Tube 1
42 [J Fluidics Shutdown Tube 2
43 U Fluidics Shutdown Tube 3
4.4 U Fluidics Shutdown Tube 4
-
e 5|

1 Cliquez sur Add (Ajouter) pour afficher la boite de dialogue Add Task (Ajouter une tache).

2 Sélectionnez Assay Task (Tache d'analyse) ou Fluidics Task (Tache fluidique) que vous souhaitez

ajouter.

Sample ID Stast With:  Sample_

v |~ Assay Task
> 3 TCTBNKMT
> TCEMT
> GCETR

> SCEMT

~ |- Fluidics Task
& Daityac

% SITFlush

& Clean Flow Cell

&) Fluidics Shutdown
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Start number of Sample ID: 1
1= Carrier |~ Created By
U Manual Tube Admin
U Manual Tube Admin
# 40 Tube Rack Admin
U M™anual Tube Admin

Description
Daily QC

SIT Flush
Clean Flow Cell

Fluidics Shutdown

+ Date Created

June 22, 2021 -
June 22, 2021
June 16, 2021

June 15, 2021

14:48 PM

1444 PM

00:01 AM

23:40 PM

Description

CytakAssaySetting

WB-LNW setting, Preview 105, Med Flow rate
105 delay, Med Rate, 3000 Lym, 15 ul

Mid Rate Manual

¥ Close

[ B Add



3 Saisissez le nombre requis d'échantillons dans la case des quantités dans le coin inférieur droit,
puis cliquez sur le bouton Add (Ajouter).

4 Une fois terminé, cliquez sur le bouton Close (Fermer) pour fermer la boite de dialogue.

Notez que certaines taches fluidiques ne peuvent étre ajoutées qu’a certains types de porte-
échantillons. Une fois une tache ajoutée, le logiciel sélectionnera automatiquement le porte-
échantillons nécessaire pour le test et procédera au positionnement par défaut des
échantillons sur le porte-échantillons.

5 (Facultatif) Imprimez le tableau d’'emplacement des tubes/puits. Cliquez sur Print (Imprimer)
et sélectionnez Print Tube/Well Location Mapping Table (Imprimer le tableau de localisation des
tubes/puits).

Controles de référence

Vous pouvez choisir d'utiliser les controles de référence enregistrés dans la bibliotheque
ou de créer des contrOles de référence dans la liste de taches.

1 Cliquez sur Ref Controls (Contrdles de référence) pour afficher la boite de dialogue Create
Reference Control (Créer un contréle de référence).
Le logiciel générera une liste de contrdles de référence selon les analyses ajoutées a la liste
de taches.

B REMARQUE : l'icbne des controles de référence sera grisée jusqu’a ce que I'analyse a exécuter
soit ajoutée.

2 Cliquez sur le bouton Add (Ajouter) pour ajouter d'autres contrdles de référence.

/' Create Reference Controls

Reference Group Acquisition

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type

fstdingd Cells -

[ Define Additional Negative Ci I(s) for Spill Caleulation
Fluorescent Tags
Fluorescent Tag Control Type Label Lot Negative Control
FITC - Cels ~ cp3 -
PE ~  Cells v  CDI6+56 -
PE-Cy5 - .Cu!Is — cD19 -
PE-Cy7 v  Cells v D4 -
PE-Dazzle594 - Cells -~ CD8 -
PerCP-Cy5.5 *  Cells ~ D45 -
© Add @ Remove
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3 Cliquez sur Acquisition ou sur Next (Suivant) pour sélectionner la feuille de travail, les criteres
d'arrét et les parametres de 'appareil nécessaires a la collecte des données.

Si plusieurs analyses dans la liste de taches utilisent différents parameétres utilisateur, tous les
parametres utilisateur ainsi que CytekAssySetting figureront dans le menu déroulant.

CytekAssySetting sera toujours le parameétre par défaut. Les données des controles de
référence doivent étre recueillies avant les données des échantillons.

7/ Create Reference Controls

Reference Group Acquisition

User Setting: 6CB +

CytekAssaySetting (Cytek)

Name e heet Stopping Gate Storage Gate Events To Record Stopping Volume (ul) Stopping Criteria
v Reference G gegn Raw Worksheet (Raw) v  All Events *  All Events > 5000 3,000 (] Count & Volume
Unstained (Cefls) Ddau}l-lhw Worksheet (Raw) ~ Al Events - ;nn Events v 5000 3,000 0 Count & Volume
CD45 FATC (Cells) sd:m?l Raw Worksheet (Raw) +  All Events - All Events * 5000 3,000 O Count & Volume
D56 PE (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events v Al Events > 5000 3,000 0 Count & Volume
CD8 PE-Darzle59d (Cells)  Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events w Al Events * 5000 3,000 ) Count & Volume
PE-Dazzie594 (Cells) bﬂm}i Raw Worksheet (Raw) ; I;ll Events w» Al Events ~ 5000 3,000 O Count & Valume
CD19 PE-Cy5 (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events w Al Events ~ 5000 3,000 ) Count & Volume
PE-Cy5 [Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events * Al Evems * 5000 3,000 O Count & Valume
CD32 PerCP-Cy5.5 (Celis) Default Raw Worksheet (Raw) ~ Al Events w Al Events * 5000 3,000 ] Count & Volume
D4 PE-CyT7 (Cells) bﬂw)l Raw Worksheet (Raw) ; ;ll Events = Al Events * 5000 3,000 O Count & Volume
APC (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events » Al Events « 5000 3,000 O Count & Volume
D19 APC (Cells) l:‘rclw?l Raw Worksheet -{;la';] - ;II Events * .AH Events * 5000 3,000 - ] Count & Volume
APC-CyT (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events = Al Events « 5000 3000 O Count & Volume
CD8 APC-Cy7 (Cells) l-:rchun, Raw Worksheet (Raw) - ;n Events - .AH Events ~* 5000 3,000 - O Count & Volume
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Déconvolution

Le processus de déconvolution est le méme que celui décrit dans Experiment (Expérience).
Voir « Déroulement de la déconvolution » en page 102 pour les détails.

1 Cliquez sur Unmix (Déconvoluer), sélectionnez le contrdle de référence correspondant et
déterminez si vous souhaitez utiliser I'extraction de I'auto-fluorescence.

2 Cliquez sur Live Unmix (Déconvolution en direct).

e Unmix Worklist

Select Controls

UNSTAINED CONTROLS

@ Use Control fram Library Negative (Cells) -

Use Control from Worklist

Mame Control Type

STAINED CONTROLS

& From Library Fluerescent Tag Contral Unstained Generic

= FIiC €03 FITC 20210301 (Cells) - - = I’;
= PE CD56 PE (Cells) - . B |
= PE-Dazziess4 CD8 PE-Dazzles94 [Cells) - = |

-
erP-Cy5 €03 PerCP-Cy5.5 20210302-first (Cells) «
= g €D4 PE-Cy7 (Cells) - -
L] An~ N ADE (Called -

B Autofluorescence as a Fluorescent Tag
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Controles de référence spécifiques au lot

Vous pouvez sélectionner des contrdles de référence spécifiques au lot.

1 Cliquez sur Control Lot (Lot de contréles) pour afficher la fenétre de sélection des lots de
controbles de référence.

2 Sile méme fluorochrome a plusieurs numéros de lot, vous pouvez sélectionner un numéro
de lot spécifique dans le menu déroulant. Un fluorochrome Not Specified (Non spécifié) utilisera
le contrdle de référence par défaut le mieux adapté, déterminé par le logiciel.

Y Control Lot

6CBTR

Sample ID

vl Sample_001
1.1

D Sample_002

21

Task

W WL-2-TR
B SCBTR

@ ecer

B 6GCBTR

@D sceR

126 | Guide dutilisation du NL-CLC

FITC-CD3

6C BR LNW
6C BR LNW
6C B(l) LNW

6C B(I} LNW

PE-CD16+56

&C B(l) LNW

B6C B(l) LNW

6C B(I) LNW

6C B(l) LNW

6C B(l) LNW

PE-Dazzle594-CD8

Not Specified
Mot Specified
Mot Specified
Not Specified

Not Specified

PE-Cy5-CD19

Not Specified +
Not Specified «
Not Specified =
Not Specified =

Not Specified +

PerCP-Cy5.5-CD45

Not Specified
Mot Specified
Mot Specified
Mot Specified

Not Specified

Cancel

v

PE-Cy7-CD4

Nat Specified =
Mot Specified «
Not Specified ~
Not Specified =

Not Specified -



Disposition des échantillons dans un porte-échantillons

Les analyses qui contiennent un type de porte-échantillons ne peuvent pas étre modifiées dans la
liste de taches, a I'exception des analyses qui utilisent le portoir de tubes, qui peuvent étre passées
en mode manuel dans la liste de taches.

1 Cliquez sur le bouton Options dans la barre d'outils pour ouvrir la boite de dialogue des options
du porte-échantillons.

« Vous pouvez modifier le type de porte-échantillons (manuel/portoir de tubes) si une analyse
utilise le portoir de tubes.

+ Vous pouvez personnaliser 'emplacement des tubes/puits d'échantillons sur un porte-
échantillons par glisser-déposer.

/' Carrier Options

Carrier Options i TubeRack 001 ~ @ Add

Carrier Type: fif 40 Tube Rack v . 1 > 3 A 5 6 E 8

Layout Direction: | (] Manual Tube -

2 3 4 5
- 00 @ @ @
[ Allow assay to sp i 40Tube Rack

[ Allow manual layout of tasks on carrier

Collecte de données

1 Faites un double clic sur une entrée ou un tube dans la liste de taches pour en faire la tache
actuelle.

2 Cliquez sur le bouton Start (Commencer) dans le panneau Acquisition Control (Controle de
I'acquisition) et observez le diagramme de dispersion dans la zone d'affichage des données
a droite.

3 Ajustez le gain FSC et/ou SSC et le seuil dans le volet Instrument Control (Contréle de
I'appareil) pour mettre la population d'intérét a la bonne échelle. Ajustez le fenétrage sur
le graphique FSC vs SSC pour inclure la population.

Chapitre 8: Liste de taches | 127



Cliquez sur le bouton Run (Exécuter) et sélectionnez la gamme d'échantillons a recueillir pour

commencer la collecte des données dans la liste contextuelle déroulante. Le logiciel vous
invitera a charger le tube a échantillon ou le type de porte-échantillons correct.

Worklist_003 A ®
[+ b a8 i b &
Add Ref Controls Unmix Control L ons Export CSV  Export PDF Print
o
~1 Sample_001 D 6CBTR - #a To Be Acquired .
2 11 @ e A1 TubeRack_001
v 2 Sample_002 D 6CBTR - HE A2 To Be Acquired
2.1 @ ccer S A2 TubeRack_001
v 3 Sample_003 B3 6CBTR - 3 A3 To Be Acquired
31 @ A3 TubeRack_001
v 4 Sample_004 i) 6CBTR - HE A4 To Be Acquired
41 @ e iV TubeRack_001
€ 3
Acquisition Control A ®
6C B TR: Not Ready - Warming up
. A 5IT
> L a b
Start Run ect I' Flusk
Flow Rate: Medium - ul/Min: 0.00
Event Rate: 0 Abort Rate: 0
Threshold Count: 0
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:SS)
Events to Display: 5,000
Sélection Description

Run Current (Exécuter le tube/
puits actuel)

Enregistrer les données du tube/puits actuel

Run Entry (Exécuter 'entrée)

Enregistrer les données de I'entrée actuelle

Run From Entry (Exécuter a partir
de I'entrée)

Commencer a enregistrer les données de la liste de taches
a partir de I'entrée actuelle

Run From Current (Exécuter
a partir du tube/puits actuel)

Commencer a enregistrer les données de la liste de taches
a partir du tube/puits actuel

Run All (Exécuter tout)

Commencer a enregistrer les données pour I'ensemble
de la liste de taches a partir de la premiere entrée
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Exporter un rapport

1 Faites un double clic sur une entrée enregistrée pour ouvrir le rapport sur la droite.
Le rapport vous permet de prévisualiser les données pour les éléments suivants : fenétrage
et précision de la déconvolution, modification du rapport, ajout de notes, approbation et
exportation des rapports.

Corriger des erreurs de déconvolution

Si une feuille de travail ou un rapport a été utilisé(e) pour l'acquisition, il est possible de modifier
la compensation au besoin.

1 Faites un clic droit sur un tube/puits et sélectionnez Properties (Propriétés).
2 Passez a l'onglet Spillover (Signal de fuite).
3 Ajustez la compensation et cliquez sur Save (Enregistrer).

4 Le logiciel vous demandera si vous souhaitez appliquer les modifications de compensation
a d'autres échantillons.

/" Tube/Well Properties

Tube/Well Fluorescent Tag Acquisition Keywords Instrument Settings Spillaver

Enable Compensation %  Apply From Library # Apply From File * Save To Library £ Save To File

INTO + FROM
> e
e 7 Apply Changes To Worklist
PE
ill
PE-Dazzle594 SpMaver
® Apply to current tube only
PE-Cy5
PerCP-Cy5.5 O Apply to all tubes of unapproved tasks from same assay in whole worklist
T -y y .
PE-Cy7 O Apply to all tubes of unapproved tasks that have the same fluorescent tags in whole worklist

AF

X Cancel B Apply

@ Restore Default O Discard Changes m
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Modifier un rapport

Aucun élément de rapport ne peut étre ajouté ou supprimé mais les fenétrages peuvent étre
ajustés selon les données.

1 Une fois 'ajustement d'une entrée terminée, vous pouvez faire un clic droit sur I'entrée (échantillon)
pour appliquer I'ajustement a d’autres échantillons dans la liste de taches.

Work | I St Worklist Entries

U= 20210618 test [Z @  tuses siymphset 6C B unmix (b
© b . L " & G B oy e B (]
% Add Ref Contrals Unimiix Contrel Lot Options  Approve All Export CSV  Export PDF
&
Print
No. Sample ID  Task Status Sig
14 B CD8 PE-Dazzle594 (Cells) o
15 B CD19 PE-Cy5 (Cells)
1. 3 CD4 P-Cy5.5 (Cell
6 B CD45 PerCP-Cy5.5 [Cells) -
17 B CD4 PE-Cy7 (Cells)
2> v2 Sample_001 6CB S D —— 2.0M
2.1 B s ©  Insert Task(s) < b
2 20M+
v3 Sample_002 6CB W Delete i ]
31 U s »  Run Selected . i
« I 4 ]
*  Run Al ]
Acquisition Control |l )] 4 o
N Paste Spillover
FSC-A
S1: Ready
+  Apply Report ¥
b‘ . = sl Apply changes in "Report_001" to other tasks
¢ @ Approve _
Start Run SITE
&  Unapprove 3.0M
Flow Rate: Low - ul/Min: 18.84 <
[ 2 20M
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Piste de vérification

Le logiciel enregistrera automatiquement les opérations clés et les modifications manuelles dans

le journal de piste de vérification.

1 Cliquez sur le bouton Audit Trail Logs (Journaux de piste de vérification) pour ouvrir la boite de

dialogue correspondante.

] ©

QC & Setup Acquisition

U=

Worklist

o d -

Preferences

Users

@ Eg

Help Sign Out

TUBES 6C B TR(6C B TR) REPORTS 6CB TR

Q Approve

£= Audit Trail Logs

2 Dans cette boite de dialogue, vous pouvez saisir les raisons par lots, une par une.

Audit Trail Log

£ Export All Audit Trail Logs

No.  Action

2 ~ B 6CBR
Unapproved by Administrator at June 11, 2021 - 1215 PM
Approved by Administrator st June 09, 2021 - 0%:33 AM
Unapproved by Administrator at June 09, 2027 - 09:32 AM.
Approved by Administrator at June 09, 2021 - D529 AM,
Modify Gate in Report: Report 001,
Modify Gate in Report: Report_001,
Modify Gate in Report: Report_001.
Modify Gate in Report: Report_001,
Modify Gate in Report: Report_001.

Modify Gate in Report: Report 001

€4 mamssinnd st smtiminnsd cnar satinn stk shammais) af

Modify

Comments:
Signature Comments: test
Comments:

Signature Comments: test

Modity

Operator

Administrator
Administrator
Administrator
Administrator
Administrator
" Administrator
Administrator
Administrator
Administrator

Administrator

Date Created

June 11, 2021 - 1315 PM
June 09, 2021 - 05:33 AM
June 09, 2021 - 09:32 AM
June 09, 2021 - 05:29 AM
June 09, 2021 - 09:29 AM
June 09,2021 - 0329 AM

June 09, 2021 - 09:29 AM

June 09, 2021 - 05:29 AM

June 09, 2021 - 09:29 AM

June 09, 2021 - 09:20 AM

X Close
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Approbation du rapport

1 Une fois le rapport ajusté et 'examen terminé, cliquez sur le bouton Approve (Approuver) pour
approuver le rapport.

2 Le processus d'approbation invitera l'utilisateur a saisir le nom d'utilisateur et le mot de passe
de I'approbateur, et permettra de saisir des commentaires.

3 Une fois terminé, I'état de la tache de test passera a Approved (Approuve).

4  Cliquez sur Approve All (Approuver tout) pour effectuer une approbation par lots aprés avoir
confirmé que tous les rapports sont corrects.

WOI’|(| | St Worklist Entries

U= Worklist_003 7 e
[+ b m e W @ 5] =
m Add  RefControls  Unmix Control Lot  Options  Approve All Export CSV  Export PDF Print

Sample ID  Task

= ~1 Sample 001 i} 6CBTR ﬁ Al To Be Approved :
1.1 @) 6cBTR #H A1 TubeRack_001
v 2 Sample_002 6CBTR ﬁ A2 To Be Approved
2.1 @ 6CB TR A2 TubeRack_001
v 3 Sample_003 6CB TR A3 To Be Approved
3.1 @ 6CB TR HE A3 TubeRack_001
~ 4 Sample_004 6CBTR % A4 To Be Approved
41 @ 6C B TR B Aa TubeRack_001
.
< 3

1 Sivous souhaitez enregistrer a nouveau ou modifier un rapport approuvé, cliquez sur le
bouton Unapprove (Ne pas approuver).

2 L'état del'entrée passera de Approved (Approuveé) a Pending Approval (Approbation en instance).

3 Vous pouvez enregistrer a nouveau ou ajuster les fenétrages, etc. et réapprouver l'entrée.
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Imprimer un rapport

Une fois un rapport approuvé, le fichier PDF du rapport et le fichier CSV des données dans le tableau
des statistiques seront exportés automatiquement a C:\CytekbioExport_CLC\WorklistReportResults.
Vous pouvez aussi exporter manuellement le fichier PDF et le fichier CSV dans un répertoire

sélectionné.

Worklist_ 003
o ")
Add

PAAN

Ref Controls  Unmix

K
Control Lot

b &

Export CSV  Export PDF Print

1 Pour imprimer des rapports, cliquez sur Print (Imprimer).

2 Sélectionnez le rapport de test a imprimer et le journal de piste de vérification a inclure.

3 Suivez le reste des invites d'impression.

No.

1

Task

~ B CBIR
E sCETR
~ A 6CETR
E 6cBTR
v B 6CBTR
B scer
v B 6CBTR

B ccer

Status

Approved

Approved

Appraved

Approved

Include Audit Trail Logs

Chapitre 8: Liste de tdches | 133



134 | Guide dutilisation du NL-CLC



9

Chargeur

Présentation du chargeur

Le chargeur d'échantillons automatisé (ASL) est un systeme de chargement automatisé qui mélange
les échantillons et délivre les portoirs et les plaques au cytometre pour l'acquisition. Le chargeur
peut étre fourni en option sur un nouveau systeme, ou il peut étre commandé et installé
ultérieurement sur place par un technicien de maintenance. Le chargeur garantit un niveau

de performance stable répondant aux exigences des applications.

ehcvTex

L'ASL remet les échantillons en suspension a l'aide d'un agitateur orbital. Il peut prendre en charge
une gamme de plaques a 96 puits, y compris des méga-plaques, ainsi qu'un portoir de 40 tubes.
Les paramétres du chargeur sont ajustables par l'utilisateur, y compris la vitesse de mélange,

la durée de mélange, le nombre de rincages de la SIT entre les échantillons et le délai de
temporisation des données enregistrées. Les parametres du chargeur sont Default (Défaut,
standard), High Throughput (Haut débit) et Low Carryover (Contamination croisée faible).
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Eléments du chargeur d’échantillons automatisé

L'interrupteur du chargeur est situé a I'arriere de l'appareil. Pour mettre le chargeur sous tension,
branchez le cordon d'alimentation et placez l'interrupteur en position ON (Marche).

Port USB
Interrupteur

Prise d'alimentation

Lorsque le chargeur est sous tension et connecté au logiciel, le voyant d’état dans le coin inférieur
droit de I'écran affiche une coche verte. Une croix rouge apparait si le chargeur n'est pas sous
tension ou s'il n'est pas connecté au logiciel.

& Sheath @ waste & Cytometer @ Loader

+ Les commandes principales du chargeur se trouvent sur le panneau de droite. Le chargeur
comprend un port USB, une prise d'alimentation et un interrupteur.

Port USB

.— Interrupteur
®
-

Prise d'alimentation

+ Le chargeur a deux capots qui peuvent étre ouverts pour placer le porte-échantillons sur
la plateforme.
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Le ventilateur situé a droite est utilisé pour la ventilation des composants électroniques.

Il se met en marche lorsque la température est supérieure a 27 °C.

Le logiciel détecte la position de la poignée et regle le cytometre dans le mode correspondant.

Poignée
manuelle

Ventilateur

Capot droit

Capot ouvrable f{é%
Capot ouvrable \
P S
P

Capot ouvrable

Capot ouvrable

La poignée manuelle est située a droite du chargeur. La poignée est un levier mécanique utilisé

pour placer I'appareil en mode Plaque, en mode Tube ou en mode Portoir de tubes. La poignée
peut étre déplacée lorsque l'appareil est sous tension or hors tension.

Mode Plaque Mode Tube
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Commandes et paramétres d’acquisition du chargeur

Le volet Acquisition Control (Contréle de I'acquisition) vous permet de démarrer, d'arréter et

de mettre en pause une acquisition, d'enregistrer les données et de redémarrer les compteurs
d'acquisition. Pour afficher, masquer ou désancrer (dissocier) ce volet de I'expérience, utilisez les
icdnes ancrer/désancrer et masquer dans le coin supérieur droit.

Acquisition Control

Well_001 : Ready @

Start Record oacd
Flow Rate: Low - @ ul/Min:  0.00
Event Rate: a Abort Rate: 0

Threshold Count: 0
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:SS)

Events to Display: 2,000 @

SIT @
&

|@

Le tableau ci-dessous décrit les contrdles du volet Acquisition Control (Contrdle de I'acquisition).

N° Contréle Description
1 Start (Commencer)/ | La commande varie selon qu’'une plaque ou qu'un portoir de
Record (Enregistrer)/ | tubes est utilisé. Plaque : le levier est a 'avant. Portoir de tubes :
Stop (Arréter)/ le levier est a l'arriere.
Load (Charger)/
Eject (Ejecter)/ Sélectionnez Start (Commencer) apres avoir sélectionné
Restart (Redémarrer) | Load (Charger) pour commencer l'acquisition.
Sélectionnez Record (Enregistrer) pour enregistrer les données.
Cette option permet également de démarrer l'acquisition.
Sélectionnez Stop (Arréter) pour arréter 'acquisition.
Sélectionnez Load (Charger) ou Eject (Ejecter) pour charger ou
éjecter la plaque.
Sélectionnez Restart (Redémarrer) pour redémarrer les compteurs
d’acquisition. Tous les événements et les résultats affichés sont
actualisés.
Les options Stop (Arréter) et Restart (Redémarrer) sont activées
lorsque Start (Démarrer) est sélectionné.
Les options Stop (Arréter) et Pause sont activées lorsque Record
(Enregistrer) est sélectionné.
2 SIT Flush (Rincage Sélectionnez pour réaliser un rincage de la SIT.
de la SIT)
3 Flow Rate (Débit) Sélectionnez Low (Faible, 15 pl/min), Medium (Moyen, 30 pl/min)
ou High (Elevé, 100 ul/min). Le débit exact est affiché.
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N° Controle

Description

4 Event Rate

Abort Rate

(Taux d'événements),

(Taux d'annulation),
Threshold Count
(Dénombrement
seuil), Time Elapsed
(Temps écoulé)

Affiche les dénombrements en temps réel au cours de
I'acquisition.

5 Events to Display

(Evénements
a afficher)

Saisissez le nombre d'événements a afficher pendant 'acquisition.

Le tableau ci-dessous décrit les parameétres du chargeur ASL.

Parametre

Description

Selected
Settings (Parameétres
sélectionnés)

Trois paramétres de chargeur sont disponibles : Default (Défaut),
High Throughput (Haut débit) et Low Carryover (Contamination croisée
faible). Vous pouvez créer vos propres parametres personnalisés.

Acquisition order (Ordre
d'acquisition)

Sélectionnez l'ordre dans lequel vous souhaitez analyser la plaque.

Les puits sont acquis par :

+ rangée de gauche a droite (A1-A12, B1-B12, etc.)

+ colonne de haut en bas (1A-1H, 2A-2H, etc.)

+ rangée de gauche a droite, puis de droite a gauche (A1-A12, B12-B1,
C1-C12, etc.)

+ colonne de haut en bas, puis de bas en haut (1A-1H, 2H-2A, etc.)

Shake Time (Durée
d'agitation)

Sélectionnez la durée (en secondes) d'agitation de la plaque/du portoir
de tubes. Vous pouvez aussi désactiver la durée d'agitation.

Shake Speed (Vitesse
d'agitation)

Sélectionnez la vitesse de l'agitateur orbital (en tr/min).

Shake Interval
Mode (Mode d'intervalle
d'agitation)

Sélectionnez l'intervalle d'agitation : tous les N puits/tubes ou aprés un délai
déterminé. Vous pouvez aussi désactiver I'agitation.

Shake Every N Wells,

or Shake Interval (Agiter
tous les N puits, ou
intervalle d'agitation)

Sélectionnez la fréquence (nombre de puits/tubes ou durée en secondes)
d'agitation de la plaque/du portoir de tubes.

Premix Time (Durée de
prémélange)

Sélectionnez la durée (en secondes) de I'agitation de la plaque/du portoir de
tubes avant l'acquisition du premier tube/puits.

SIT Flush Times (Nombre
de ringage de la SIT)

Un ringage de la SIT est effectué sur le poste de lavage apres chaque
acquisition. Choisissez Single Flush (Rincage simple), Double Flush (Rincage
double) ou Disabled (Désactivé) si vous ne souhaitez pas effectuer de ringage
de la SIT.

Sample
Recovery (Récupération
des échantillons)

Permet de redéposer dans le puits tout échantillon restant dans la SIT une fois
l'acquisition terminée.
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Paramétre Description

Record Data Delay Sélectionnez la durée de prévisualisation des données d'un puits/tube,
Time (Délai de en secondes, avant le début de I'enregistrement apreés avoir cliqué sur
temporisation Record (Enregistrer).

d'enregistrement des

données)

Déroulement du travail quotidien du chargeur

La section suivante décrit les procédures de fonctionnement recommandées du chargeur
d'échantillons automatisé, de son démarrage a son arrét.

Démarrage
1 Mettez le cytométre, le chargeur et 'ordinateur sous tension (s'ils ne le sont pas déja).
2 Lancez le logiciel SpectroFlo et connectez-vous en utilisant le nom d'utilisateur approprié.

3 Une fois que vous étes connecté au logiciel, la procédure d'initialisation du cytomeétre commence.
Chargez un tube d'eau DI et attendez que I'étape d'autodiagnostic de I'appareil et du chargeur
soit terminée. Le voyant d'état de connexion du cytometre et du chargeur passera au vert
lorsque l'autodiagnostic est acheve.

4 Assurez-vous que les coches d'état « Cytometer » (Cytomeétre) et « Loader » (Chargeur) sont
toutes les deux vertes. Elles indiquent que l'ordinateur, I'appareil et le chargeur communiquent
entre eux.

& Sheath & waste & cytometer & Loader

5 Le chargeur et le cytomeétre sont alors préts a fonctionner.

Paramétrer une expérience
Le paramétrage d'une expérience dans le logiciel SpectroFlo consiste a :
1 Saisir un nom et une description (facultative) pour I'expérience.

2 Préciser les fluorophores utilisés dans I'expérience.

3 Définir le groupe de référence comme acquis dans I'expérience ou provenant de la bibliothéque
des contrdles de référence enregistrés.

4  Définir les critéres d’acquisition pour le groupe de référence et le groupe d'échantillons.
Les criteres d'acquisition sont basés sur les événements, le volume ou le temps.

5 (Facultatif) Si les contréles de référence doivent étre acquis dans I'expérience, les données
NE POURRONT PAS étre déconvoluées en direct lors de l'acquisition. L'acquisition doit étre
effectuée avec une feuille de travail brute. Les contréles de référence provenant de la bibliotheque
des contrdles de référence enregistrés n‘ont pas besoin d’étre acquis dans I'expérience.

6 Analysez I'échantillon, ajuster les parametres de I'appareil et enregistrez les parametres
utilisateur dans le logiciel.
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Acquisition

L'espace de travail d'acquisition fournit a l'utilisateur les éléments nécessaires pour la collecte

des données. Les données du cytometre en flux peuvent étre acquises a partir des expériences.
Les expériences peuvent étre créées a I'aide de I'assistant de création d'une nouvelle expérience ou
de modeéles d’expérience. Le logiciel SpectroFlo contient de nombreuses fonctionnalités permettant
d'assurer I'acquisition correcte des données de cytométrie en flux. Les données sont enregistrées
au format FCS 3.0.

L'espace de travail d'acquisition fournit une interface permettant a I'utilisateur de mettre en page
une feuille de travail d'expérience avec différents éléments, comme des graphiques bidimensionnels,
des histogrammes et des affichages statistiques. Les parametres de gain de I'appareil peuvent aussi
étre ajustés dans l'interface. Ajustez correctement les parameétres de gain de I'appareil entre les
échantillons et choisissez si vous souhaitez prévisualiser ou enregistrer les données avec les
criteres d'acquisition appropriés aux débits d'échantillons sélectionnés.

Création d'une nouvelle expérience de chargeur avec groupe de référence :

1 Sélectionnez Edit (Modifier) dans le menu d'acquisition pour modifier 'expérience Plate (Plaque).

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

[ Tube/Well Specific User Setting  Experiment User Setting: CytekAssaySetting (Cytek) v

Plate List ~  Collapse All
+~ m Experiment_001
v 3 Plate_001

oo
~ Group_001
B3 Well_001
B4 Well_002
B5 Well_003
B6 Well_004

B7 Well_005

B8 Well_006

€3 Well_007

Acquisition Settings
Worksheet

Default Raw Worksheet (Raw) -

Stopping Gate Events To Record Stopping Time (sec)
All Events ¥ 5000 10,000

Storage Gate Stopping Volume (ul) o

All Events - 300
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2 L'assistant de création d'une nouvelle expérience s'ouvre. Dans cette fenétre, l'utilisateur peut
saisir un nom pour l'expérience et/ou saisir une description.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Name

Experiment_001

Description
Default Experiment

3 Lutilisateur doit ensuite sélectionner les fluorophores présents dans I'expérience dans la liste
du volet Library (Bibliothéque) a gauche. L'utilisateur doit sélectionner tous les fluorophores
présents dans I'expérience, car cela définit les contréles de référence a utiliser lors de la
déconvolution spectrale. Les fluorophores supplémentaires non présents dans I'échantillon
peuvent aussi étre sélectionnés dans cette liste.

Library

~ Blue Laser
BBS15
Alexa Fluor 488
FITC
Alexa Fluor 532
PE
PE-Dazzle594
PE-eFluor 610
PE-CF594
PE-Texas Red
PE-Alexa Fluor 610
PE-Cy5
PerCP
PE-Cy5.5
PerCP-Cy5.5
BB700
PerCP-eFluor 710
PE-Alexa Fluor 700
PE-CyT

»  Red Laser

> \Violet Laser

¥  Fluorescent Proteins

> Viability

142 | Guide dutilisation du NL-CLC



B REMARQUE : vous pouvez rechercher les fluorophores dans le coin supérieur droit du
volet Library (Bibliotheque).

Library
v  Blue Laser
v Red Laser
v Violet Laser
BV421
¥  Fluorescent Proteins

v Viability

4 Une fois que tous les fluorophores ont été choisis dans la bibliothéque des fluorophores,
confirmez dans le volet de sélection. Des fluorophores individuels peuvent étre supprimés
dans ce volet. Sélectionnez Clear All (Tout supprimer) pour supprimer tous les fluorophores.

@ Clear All
Selection
BV421
BV510
FITC
PE
PerCP-Cy5.5
PECY7
APC

APC-Cy7
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5 Sélectionnez sur la plaque les puits destinés a l'acquisition. Configurez-les comme puits
d'échantillons, puits de référence ou puits de nettoyage.

7 Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Carrier Type: I, 95 U-Battom » By AddPlaw v CollapseAli [ Delete
v @ Experiment 001 Plate 001 3, 96 U-Bortom
Yo Piste 001
L R 1 2 3
v B Group 001
T Tubeoo A
8 O
¢ O
B O

Group Properties

No groups selected

D
[ ]
@]
O
G

B Acd Group
W Add Clean Graup

B Acd Reference Group

o Y

6 Alaide de l'onglet Acquisition, configurer les paramétres de I'expérience. lls incluent I'affichage
de la feuille de travail, les fenétrages d’arrét et a conserver et les critéres d'acquisition.
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/' Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition

[ Tube/Well Specific User Setting  Experiment User Setting: CytekAssaySetting (Cytek)

Plate List v Collapse All

~v [  Experiment_001
v ;0 Plate_001
- Group_001
B3 Well_001
B4 Well_002
BS Well_003
B6 Well_004

B7 Well_005

B8 Well_006

€3 Well_007

Acquisition Settings
Name Worksheet

Default Raw Worksheet (Raw)

Stopping Gate Storage Gate Stopping Time (sec)

All Events « All Events ~ 10,000

Events To Record Stopping Volume (ul)

5,000 [ Count & Volume

Stopping Criteria

User Setting
CytekAssaySetting (Cytek «
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ATaide de l'onglet Loader Settings (Parameétres du chargeur), configurer les paramétres de
fonctionnement du chargeur. lls incluent la configuration de I'agitation, SIT Flush Times (Nombre
de rincage de la SIT), Sample Recovery (Récupération des échantillons) et Record Data Delay
Time (Délai de temporisation d'enregistrement).

7' Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Plate List v Collapse All
~ [ Experiment 001

v g Plae_oo

B Group 007

B Group 001
Loader Settings
Plate_001
Custom
Shake Time Shake Speed
2 ~ 1300 -
Shake Interval Mode Shake Every N Wells
Well - B -
Premix Time SIT Flush Times
3 ~  Single Flush »
Sample Recovery Record Data Delay Time
Off - a -

Arrét du chargeur

Suivez toujours les procédures appropriées de manipulation des échantillons et des
A réactifs. Lors de cette procédure, portez une tenue de protection de laboratoire standard,
telle gqu'une blouse, des gants et des lunettes de protection.

Arrét du systéme fluidique avec portoir de tubes du chargeur :

1 Dans l'assistant du cytomeétre, sélectionnez Fluidics Shutdown (Arrét du systeme fluidique) avec
portoir de tubes.

2 Chargezle tube d'eau de Javel a 10 % a la position A1 (la position des tubes peut étre modifiée
par glissement sur la vue de la plaque).

3 Chargez le tube d'eau déminéralisée a la position B1 (la position des tubes peut étre modifiée
par glissement sur la vue de la plaque).

4 Chargezle tube de Contrad a 30 % a la position C1 (la position des tubes peut étre modifiée par
glissement sur la vue de la plaque).
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5 Chargez le tube d'eau déminéralisée a la position D1 (la position des tubes peut étre modifiée
par glissement sur la vue de la plaque).

Laissez la SIT immergée sous lI'eau déminéralisée du dernier tube.
Sortez du logiciel SpectroFlo.

Eteignez le cytomeétre et I'ordinateur.

W o0 ~N o

Mettez le chargeur hors tension.
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10

Maintenance

Calendrier de maintenance

transmettre une maladie potentiellement mortelle. Appliquez les précautions universelles
lors du nettoyage de I'appareil ou du remplacement des pieces. Portez une tenue de
protection de laboratoire adaptée, telle qu'une blouse, des gants et des lunettes de
protection.

|| Toutes les surfaces de I'appareil en contact avec les échantillons biologiques peuvent

La solution d’eau de Javel a 10 % utilisée tout au long des procédures de maintenance est préparée
en mélangeant 1 part d'eau de Javel de ménage avec 9 parts d'eau DI.

La maintenance de routine du cytometre NL-CLC implique le remplacement périodique de pieces.
Pour les références produits, voir « Matériel et pieces de rechange » en page 175.

Maintenance planifiée

Le tableau ci-dessous décrit les procédures de maintenance planifiées de votre cytometre.

Procédure de maintenance | Description Fréquence
Remplacement du filtre du Permet d’éliminer les débris du | Tous les 6 mois ou au besoin
liquide de gaine liquide de gaine

Long Clean (Nettoyage long) | Nettoie les tubulures fluidiques | Une fois par mois et avant les
avec une solution d'eau de entretiens
Javel a 10 %

Maintenance non planifiée

Le tableau ci-dessous décrit les procédures de maintenance non planifiée de votre cytométre.

Procédure de

. Description Fréquence
maintenance
SIT Flush (Rincage de Rince la SIT dans le sens inverse Au besoin, sila SIT se bouche
la SIT) du flux ou apres les expériences avec
des colorants visqueux
Purge Filter (Purge Elimine les bulles du filtre du Si des bulles sont présentes
du filtre) liquide de gaine a l'intérieur du filtre, ou sile

plénum ou le récipient du
liquide de gaine se sont vidés
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Procédure de . .

. Description Fréquence
maintenance
Clean Flow Cell Rince la cellule de flux avec une Au besoin ou apres les
(Nettoyage de la chambre | solution d’eau de Javel a 10 % expériences avec des
d'analyse) suivie par de I'eau DI colorants visqueux
Nettoyage des surfaces Permet d'éviter 'accumulation Au besoin
extérieures de sels sur les surfaces

SIT Flush (Ringcage de la SIT)

Un rincage de la ligne de prélevement dans le sens inverse du flux est réalisé chaque fois qu'un
tube est retiré du SIP apres l'acquisition de I'échantillon. Si la ligne de préléevement présente des
signes de contamination croisée ou se bouche apres avoir réalisé une expérience avec un colorant
visqueux, comme l'iodure de propidium, I'orange d’acridine ou le thiazole orange, la ligne de
prélevement doit étre rincée manuellement dans le sens inverse du flux.

1 Dans l'onglet Cytometer (Cytomeétre), a partir du module QC & Setup (QC et configuration)
ou du module Acquisition, sélectionnez SIT Flush (Rincage de la SIT).

QC & SetUp Cytometer

1 [ Cytometer UL | 14 SIT Flush |

m Calibrate SIT

m Cytometer @+ Purge Filter
& Clean Flow Cell
%" Long Clean
2 Sila contamination croisée ou le bouchon persiste, placez un tube d'eau de Javel a 10 % sur

le SIP et faites une acquisition avec un débit élevé pendant 5 minutes. Faites ensuite une
acquisition avec un tube d'eau DI a débit élevé pendant 5 minutes.

B REMARQUE : si vous analysez de grandes quantités de billes ou de cellules de grande taille,
nous vous recommandons de rincer le systéme entre les expériences avec un tube d'eau de Javel
a 10 % suivi par un tube d'eau DI (5 minutes par tube).
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Purge Filter (Purge du filtre)

Exécutez cette procédure si des bulles d'air sont visibles dans le filtre du liquide de gaine
A ou si le plénum ou le réservoir a liquide de gaine se sont vidés et que de l'air est présent
dans le systeme fluidique.

1 Dans l'onglet Cytometer (Cytometre), a partir du module QC & Setup (QC et configuration)
ou du module Acquisition, sélectionnez Purge Filter (Purge du filtre).

m Cytometer QC S‘!T SIT Flush
Fa¥ Reference Controls Il' Calibrate SIT
m Cytometer ﬂ- Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean

A Eluidice Ehaskcdocsie

La vanne de ventilation raccordée au filtre du liquide de gaine s'ouvre alors, libérant les
éventuelles bulles d'air piégées dans le filtre.

2 Répétez la purge du filtre jusqu’a ce qu'il n'y ait plus de bulles visibles dans le filtre du liquide
de gaine.

Clean Flow Cell (Nettoyage de la chambre d’analyse)

Nettoyez la chambre d'analyse aprées avoir réalisé une expérience avec un colorant visqueux
comme l'iodure de propidium, 'orange d'acridine ou le thiazole orange. Ce nettoyage est également
recommandé apres l'acquisition de grandes quantités de billes a haute concentration ou si vous
soupconnez un bouchon.

Si vous analysez des échantillons visqueux, réalisez cette procédure de nettoyage avec une
solution de Contrad 70 diluée a 50 % entre les expériences, au lieu d'eau de Javel a 10 %.

1 Dans l'onglet Cytometer (Cytomeétre), a partir du module QC & Setup (QC et configuration)
ou du module Acquisition, sélectionnez Clean Flow Cell (Nettoyage de la chambre d’analyse).

QC & Setup

m Cytometer QC ST SIT Flush

¥a Reference Controls IT] Calibrate SIT
m Cytometer ﬂ- Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean
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2 Suivez les instructions qui apparaissent. Chargez un tube contenant 3 ml d'eau de Javel a 10 %
sur le SIP et cliquez sur Continue (Continuer).

3 Lorsque vousy étes invité, chargez un tube contenant 3 ml d'eau DI sur le SIP et cliquez sur
Continue (Continuer).

4 Cliquez sur Done (Terminé) lorsque la procédure est terminée.

Long Clean (Nettoyage long)

Décontaminez le systéeme fluidique mensuellement en exécutant le mode fluidique Long Clean
(Nettoyage long). Réalisez un nettoyage long juste avant un entretien ou si vous analysez de grands
volumes d'échantillons non lavés ou marqués a I'iodure de propidium, a I'orange d'acridine ou au
thiazole orange.

Ne faites pas circuler d'eau de Javel ou de détergent a travers le filtre du liquide de gaine.
A L'élimination des solutions de nettoyage du filtre du liquide de gaine est difficile.

1 Dans l'onglet Cytometer (Cytomeétre), a partir du module QC & Setup (QC et configuration)
ou du module Acquisition, sélectionnez Long Clean (Nettoyage long).

QC & Setup Cytameter

@ Cytometerac T SIT Flush

Ill Calibrate SIT

@+ Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean

2 Suivez les instructions qui apparaissent. Préparez le nombre approprié de tubes de nettoyage
et de réservoirs a liquides.
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3 Videz le réservoir a déchets. Remplacez le filtre du liquide de gaine par le tube de
contournement du filtre du liquide de gaine (tubulure pour nettoyage long).

4 Détachez le réservoir a liquide de gaine et remplacez-le par un réservoir contenant une solution
d'eau de Javel a 10 %.

5 Chargez un tube contenant 3 ml d’'eau de Javel a 10 % sur le SIP.
6 Exécutezla procédure Long Clean (Nettoyage long) dans le logiciel.

7 Une fois le cycle de nettoyage a I'eau de Javel terminé, rebranchez le réservoir a liquide
de gaine.

8 Retirez le tube d'eau de Javel a 10 % du SIP et remplacez-le par un tube contenant 3 ml d’eau DI.
9 Exécutez la procédure Long Clean (Nettoyage long) dans le logiciel.

10 Lorsque vousy étes invité, retirez la tubulure pour nettoyage long et réinstallez le filtre du
liquide de gaine.

Fluidics Shutdown (Arrét du systéme fluidique)

Exécutez la procédure d'arrét du systeme fluidique a la fin de chaque journée ou l'appareil a été
utilisé. Cette procédure nettoie en profondeur le systeme fluidique.

1 Dans l'onglet Cytometer (Cytomeétre), a partir du module QC & Setup (QC et configuration)
ou du module Acquisition, sélectionnez Fluidics Shutdown (Arrét du systeme fluidique).

2 Chargez un tube contenant 3 ml d’eau de Javel a 10 % sur le SIP et cliquez sur Continue
(Continuer).

Une solution d’eau de Javel a 10 % est préparée en mélangeant 1 part d'eau de Javel de ménage
avec 9 parts d'eau DI.

3 Chargez un tube contenant 3 ml d’eau DI et cliquez sur Continue (Continuer).
4 Chargez un tube contenant 3 ml de Contrad 70 a 50 % et cliquez sur Continue (Continuer).

5 Chargez un tube contenant 3 ml d’eau DI et cliquez sur Continue (Continuer).
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6 Attendez que la procédure d'arrét s'achéve, puis cliquez sur Done (Terminé) et mettez le
cytometre hors tension. Assurez-vous que la SIT est immergée dans de I'eau DI a l'issue de
la procédure.

Le jour suivant, lorsque vous mettez le systéme sous tension, la procédure de démarrage
commence avec le tube d'eau DI déja présent sur le SIP.

Nettoyage des surfaces extérieures
Vérifiez périodiquement si des résidus de sels sont présents.

1 Humidifiez un chiffon avec une solution de nettoyage douce et essuyez les surfaces de I'appareil.

2 Humidifiez un chiffon avec de I'eau DI et essuyez de nouveau les surfaces pour éliminer les
résidus de solution de nettoyage.

3 Séchez les surfaces avec un chiffon propre et sec.

Inspection des tubulures fluidiques

détectée, contactez le service technique de Cytek immédiatement. Ne tentez pas de

2 Inspectez le cytometre régulierement a la recherche de fuites de liquide. Si une fuite est
réparer l'appareil.

1 Inspectez visuellement le cytométre a la recherche de petites quantités de liquide a proximité
des raccords rapides.

2 Vérifiez visuellement qu'il n'y a pas de résidus secs ou de légers changements de couleur dans
les espaces entourant le cytometre.

Remplacement du filtre du liquide de gaine

Le filtre du liquide de gaine retient les débris et les bulles d’air avant qu'ils n'atteignent la chambre
d’'analyse. Remplacez I'ensemble du filtre tous les 6 mois ou lorsque vous observez un débit plus
rapide des échantillons ou la présence de débris dans un graphique FSC vs SSC.

Lors de cette procédure, portez une tenue de protection adaptée, telle qu'une blouse,
A des gants et des lunettes de protection.

1 Mettez le cytometre sous tension.

2 Ouvrez le panneau frontal du cytométre.
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3 Appuyez sur les deux raccords rapides de la tubulure fluidique et sur le raccord rapide de la
tubulure de ventilation a droite du filtre du liquide de gaine.

raccords rapides — tubulure fluidique

raccord rapide — tubulure de ventilation

filtre du liquide de gaine

4 Jetez le filtre du liquide de gaine selon le protocole standard du laboratoire et les
réglementations locales.
5 |Installez un nouveau filtre de liquide de gaine avec la fleche pointant vers le haut.

6 Redémarrez le cytometre et exécutez le mode fluidique de purge du filtre pour éliminer les
bulles d'air (voir « Purge Filter (Purge du filtre) » en page 149). Répétez cette étape jusqu’a ce
que toutes les bulles d'air soient purgées du filtre.

~

Fermez le panneau frontal.

Remplacement de la SIT

Remplacez la SIT si la tubulure est bouchée méme aprés plusieurs tentatives de nettoyage et de
rincage de la SIT.

1 Vérifiez que la SIT est sortie et plonge dans un tube d'eau DI et que le cytomeétre est hors tension.

Si le cytometre a été correctement mis hors tension a l'aide de la procédure d'arrét du systeme
fluidique, la SIT sera déja sortie et plongera dans un tube d'eau.

B REMARQUE : si la SIT n'est pas sortie, mettez le cytométre sous tension et exécutez une
procédure d'arrét du systéme fluidique, puis mettez le cytométre hors tension.

2 Munissez-vous d'un ensemble de tubulure SIT.

Ecrou en Ecrou en plastique Bague de
plastique noir  beige supérieur serrage verte

l
P

3 Ouvrez la porte de la SIT. Identifiez les trois composants illustrés sur la figure ci-dessous.

Chapitre 10 : Maintenance | 153



Ouvrez le panneau frontal, puis la porte de la SIT. La porte de la SIT est située au-dessus du SIP.
Voir « Vue avant du cytometre » en page 12.

mesure du débit

écrou en plastique noir

écrou en plastique
beige supérieur

5 Suivez la tubulure vers le bas, de I'écrou noir jusqu’a I'écrou en plastique beige. Dévissez |'écrou
beige et tirez-le délicatement avec la tubulure en dehors du SIP.

6 Enlevez 'ensemble de la tubulure SIT.
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7 Insérezla nouvelle ligne de prélevement a travers le trou.

9 Marquez la position de I'écrou entierement vissé sur la base et sur I'écrou, tel qu'illustré.
Puis dévissez I'écrou un tour et demi par rapport au repére ainsi marqué.

Marquez la position de I'écrou vissé.
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10 Vérifiez que la tubulure est en contact avec le fond du tube chargé sur le SIP.

11 Vissez I'écrou noir a la base du débitmeétre de fagon a le fixer fermement. Assurez-vous que la

ligne de prélevement se courbe a I'écart de 'ensemble de la SIT lorsque la plateforme de la SIT
se releve.

Fixez fermement I'écrou noir.

Assurez-vous que la ligne de prélévement est a I'écart
de 'ensemble de la SIT.

12 Fermez la porte de la SIT.

13 Mettez le systeme sous tension. Pendant l'initialisation, le systéme calibre automatiquement la
profondeur de la SIT dans le tube chargé sur le SIP.

Maintenance du chargeur

transmettre une maladie potentiellement mortelle. Appliquez les précautions universelles
lors du nettoyage de I'appareil ou du remplacement des pieces. Portez une tenue de
protection de laboratoire adaptée, telle qu'une blouse, des gants et des lunettes de
protection.

|| Toutes les surfaces de I'appareil en contact avec les échantillons biologiques peuvent

156 | Guide dutilisation du NL-CLC



Calibrage de la plateforme du chargeur et de la plaque

Cliquez sur le bouton Reset (Réinitialiser) pour recalibrer la plateforme et la plaque dans les cas
suivants :

« Sila plateforme elle-méme atteint sa limite de course mécanique.
« Sitoute piece qui se déplace le long de la plateforme atteint sa limite de course mécanique.

L 2} 0= N ¥ & e &
ACQUISItIOI"I te - OF & Seng Actpisition. Worklst  #atra Taok s L% Halp  SigeOut

-

Fliidics Cytometer Channel tain Fatr | nader

- e Loader Calibration i " "
Calibrate Stage Operating Instructions D' Reseral
1. Please make sure no plate |5 on stage.
LS &3 Aligamart Boint & < : 2\ Page UR/DK keys or on-scrmen LEDOWN anmaw
i E # 3 P busttons 1o move Tube Guide upfdown 1o tuch the
ataqe.

3 Aligamers it 8 "
T
v Hald Skt key to mave stage 10 times faster; Fald Shift
Calibrate Plate Be ol keys 50 times faster.
+ Chick "Reser” button 1o reset the Move Tube Guide 1o
factary defeult

- -
5 fate Type: 36 U-Bottom = " rion o
Select: Plate Type: oo o  Chick “Test Home™ burtan 1o mave ssage to home

€ b Gisde Position e . Paint A7 button 1 move stage 1o paint A
Steg” butinn to eliminate lnst steps
vlabe guidewasher out ol

. comeching passible
inapprapriste pasitizn values befare taking this action.

Q1 A Pasition F LI L

Cperation

Mo Stage ove Tube Guide Motor Control

i & sheath @& woaste @ cytometer @ Loader |

1 Tirez la poignée vers l'avant. Observez la position du tube guide et ajustez sa course maximale
a une position appropriée.

2 Cliquez sur Alignment Point A (Point d’alignement A) ou Alignment Point B (Point d'alignement B).
Alignez le tube guide a 'aide du repére en croix de |'outil de calibrage de la plateforme en
position droite/gauche et arriére/avant.

3 Placez une micro-plaque standard ou une méga-plaque sur la plateforme d'agitation. Calibrez la
position du tube guide et la position A1.

4 Retirez la poignée et placez le portoir de tubes sur la plateforme d'agitation. Calibrez la
position AT.

Nettoyage des surfaces extérieures du chargeur
Vérifiez périodiquement si des résidus de sels sont présents.

1 Humidifiez un chiffon avec une solution de nettoyage et essuyez les surfaces pour éliminer le
liquide de gaine sec.

2 Imbibez un chiffon propre avec de I'eau DI et essuyez les surfaces pour éviter I'effet corrosif
de l'eau de Javel.

3 Essuyez les surfaces avec un chiffon propre et sec.
B REMARQUE : des concentrations élevées d’hypochlorite de sodium (eau de Javel) et d’autres

agents de nettoyage peuvent endommager l'appareil.
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Connexions du chargeur

Connexion USB

Connexion
électrique

+ USB2.0:requiert un cable USB2.0 de type A vers USB2.0 de type A standard (d’environ 1 metre
de long) pour la connexion a l'ordinateur.

« Alimentation : requiert un cable d'alimentation CEI320-C8 pour la connexion a 'adaptateur CA/CC.

Débranchement de I'alimentation du chargeur
Pour débrancher I'alimentation :

1 Débranchez la prise secteur.

2 Débranchez la prise du chargeur.

—— Connexion prise secteur

Connexion prise

Connexion prise
dalimentation

d'alimentation

Instructions pour soulever et transporter le chargeur

« Conservez tous les appareils sur une surface ferme, comme une table, a distance du sol.
+ Ne placez jamais le chargeur sur le sol en cours d'utilisation.
+ Utilisez un chariot ou un autre systéme de soutien stable pour transporter le chargeur.
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11
Dépannage

Cette section fournit des conseils pour vous aider a identifier et a résoudre les problémes
pouvant survenir avec le cytometre en flux. Si vous avez besoin d'aide supplémentaire, contactez
Cytek Biosciences. Veuillez vous munir des informations suivantes : numéro de série, messages
d’erreur et détails concernant la performance récente du systéme.

Pour une assistance concernant 'appareil au sein des Etats-Unis, appelez le 1-877-92-CYTEK.
Consultez notre site Web, www.cytekbio.com, pour les coordonnées a jour.

+ «Dépannage général » en page 160
« «Dépannage du chargeur » en page 163
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Dépannage général

Observation

Causes possibles

Solutions recommandées

Impossible de
réaliser le QC

Mauvais échantillon de billes
pour QC

Assurez-vous d'utiliser uniquement les
billes SpectroFlo QC Beads.

uotidien . : : . . . .

G Echantillon de billes Mélangez I'échantillon de billes.
insuffisamment mélangé
Echantillon de billes trop dilué  Concentrez 'échantillon de billes ou

préparez-en un nouveau.

Bulle d'air dans la ligne de Rincez la SIT.
prélevement

Echec du QC Bulles d’air dans le systéme Purgez le filtre.

quotidien fluidique

Chambre d'analyse encrassée

Nettoyez la chambre d'analyse.

Si le probléeme persiste, nettoyez la
chambre d’'analyse avec du Contrad 70
a 25-50 %, suivi par de I'eau DI.

Préparation de I'échantillon
incorrecte

Vérifiez la technique de préparation
de I'échantillon.

Air dans le filtre du liquide
de gaine

Purgez le filtre.

Echantillon dilué dans un
autre liquide que le liquide
de gaine

Diluez I'échantillon dans le méme liquide
que le liquide de gaine.

Air dans le filtre du
liquide de gaine

Cytometre non utilisé pendant
une longue période

Purgez le filtre.

Vérifiez que tous les connecteurs du
circuit du liquide de gaine sont fixés
fermement.

Examinez le plénum a liquide de gaine
a la recherche de fuites ou de fissures.
Remplacez-le au besoin.

Réservoir a liquide de
gaine vide

Remplissez le réservoir a liquide de gaine.
Purgez le filtre.
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Observation

Causes possibles

Solutions recommandées

Aucun événement
affiché (débit plus
bas qu'attendu)

Pas d'échantillon dans le tube

Ajoutez I'échantillon ou installez un
nouveau tube d’échantillon.

Echantillon insuffisamment
mélangé

Mélangez I'échantillon pour mettre les
cellules/particules en suspension.

SIT bouchée

Rincez la SIT.

Ensuite, nettoyez la chambre d'analyse
avec de l'eau de Javel a 10 %, puis avec
de l'eau DI.

Si le bouchon persiste, remplacez la ligne
de prélévement.

Aucun événement

Gain insuffisant du parametre

Augmentez le gain du parametre de seuil.

affiché (débit de seuil
normal) . . ) .
Seuil trop élevé Abaissez le seuil.
Délai du laser incorrect Assurez-vous que les valeurs de délai du
laser correspondent a celles du dernier
QC quotidien réalisé. Voir « Instrument
Control (Contréle de I'appareil) »
en page 53 pour I'emplacement du délai
du laser. Si les valeurs ne correspondent
pas, recommencez le QC quotidien.
Seuil réglé sur un parametre Réglez le seuil sur le parametre approprié
incorrect pour I'application (généralement FSC).
Graphique avec fenétrage Supprimez ou déplacez le fenétrage.
sans données dans le
fenétrage
Faible taux Seuil trop élevé Abaissez le seuil.

d'événements

Gain insuffisant du seuil

Augmentez le gain du parametre de seuil.

Echantillon insuffisamment
mélangé

Mélangez I'échantillon pour mettre les
cellules/particules en suspension.

Echantillon trop dilué

Concentrez I'échantillon.
Réglez le débit sur moyen ou élevé.

SIT bouchée

Rincez la SIT.

Ensuite, nettoyez la chambre d'analyse
avec de l'eau de Javel a 10 %, puis avec
de l'eau DI.

Si le bouchon persiste, remplacez la ligne
de prélevement.
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Observation

Causes possibles

Solutions recommandées

Taux d'événements
erratique

SIT partiellement bloquée

Rincez la SIT.

Ensuite, nettoyez la chambre d'analyse
avec de l'eau de Javel a 10 %, puis avec
de l'eau DI.

Echantillon agglutiné

Mélangez au vortex, filtrez ou dissociez
I'échantillon.

Données de Bulle d'air dans la chambre Rincez la SIT.

parametres d’'analyse

de diffusion Air d le filtre du liauid P le fil

apparaissant dlr ans lefiltre du liquide urgez le filtre.

perturbées € gaine
Chambre d'analyse encrassée  Nettoyez la chambre d'analyse.
Echantillon en mauvais état Vérifier la viabilité des cellules.
Tampons hypertoniques Vérifiez le pH des tampons et fixatifs.
Parametres de I'appareil Optimisez les parametres de l'appareil.
incorrects

CV élevés Bulles d'air dans le systéme Rincez la SIT et purgez le filtre.

fluidique

Débit de I'échantillon réglé
sur élevé

Réglez le débit de I'échantillon sur faible
ou moyen.

Chambre d'analyse encrassée

Nettoyez la chambre d'analyse.

Si le probleme persiste, nettoyez la
chambre d’'analyse avec du Contrad 70
a 25-50 %, suivi par de I'eau DI.

Préparation de I'échantillon
incorrecte

Vérifiez la technique de préparation
de I'échantillon.

Air dans le filtre du liquide
de gaine

Purgez le filtre.

Echantillon dilué dans un
autre liquide que le liquide
de gaine

Diluez I'échantillon dans le méme liquide
gue le liquide de gaine.
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Dépannage du chargeur

Observation Causes possibles

Solutions recommandées

Plateforme ou moteur sans Connexion USB
mouvement

Vérifiez que le cable USB et le connecteur USB
ne sont pas laches.

Connexion électrique

- Vérifiez que l'adaptateur, le cable
d'alimentation CA/CC et le cable
d'alimentation CC/CC sont bien branchés.

- Vérifiez que la sortie CC de I'adaptateur est
de 24 Vcc a l'aide d'un capteur de puissance.

Panne mécanique

L'interrupteur étant en position OFF (Arrét),
poussez et tirez manuellement la plateforme
pour vérifier qu'elle se déplace librement.

Plateforme non alignée Le calibrage de la plateforme n'est
pas correct.

- Recalibrez I'appareil en suivant les étapes de
calibrage dans le logiciel.

- Vérifiez que la plateforme ne présente pas une
obliquité excessive.

- Vérifiez si la configuration logicielle de la micro-
plaque/de la méga-plaque/du portoir de tubes
est correcte.
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APD

ASL

auto-fluorescence

bruit électronique

chambre d’analyse

chevauchement

spectral

compensation

cytométrie en flux

12

Glossaire

Une photodiode-avalanche (APD) est un dispositif électronique a semi-
conducteur hautement sensible qui mesure l'intensité lumineuse.

Les APD convertissent la lumiere en électricité et peuvent étre
considérées comme des photodétecteurs.

Un chargeur d'échantillons automatisé (ASL) mélange les échantillons
et délivre les portoirs et les plagues au cytometre pour l'acquisition.

Fluorescence inhérente provenant principalement de structures
cellulaires telles que les mitochondries et les lysosomes. L'auto-
fluorescence peut interférer avec la détection des signaux fluorescents
de faible intensité.

Fluctuation aléatoire des signaux électroniques, une caractéristique de
tous les circuits électroniques.

Une chambre d'analyse permet de concentrer les échantillons par
des moyens hydrodynamiques, de sorte que les cellules ou particules
individuelles d'intérét puissent étre examinées par le ou les lasers de
facon séquentielle.

Phénomene selon lequel différents fluorophores émettent de la
lumiére dans la méme plage de détection. Dans les expériences
a plusieurs couleurs, une compensation doit étre effectuée pour
corriger les effets du chevauchement spectral.

Processus selon lequel le signal fluorescent de fuite des parametres
secondaires est pris en compte pour que les valeurs de fluorescence
d’'un parametre représentent uniquement la fluorescence du
fluorophore primaire.

Technologie qui mesure et analyse simultanément plusieurs
caractéristiques de cellules ou particules individuelles au fur et
a mesure gu’elles passent dans un faisceau laser.
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débit

déconvolution

déconvolution

spectrale

délai du laser

détecteur

FCS

fenétrage

fichier de données

filtre

fluorescence

fluorophore

gain

graphique par point

Quantité de liquide passant par un point par unité de temps. Le débit
du cytometre NL-CLC est mesuré par le débitmetre.

Processus utilisant un algorithme pour annuler les effets de la
convolution (ou du chevauchement) de données enregistrées.

Méthode mathématique de déconvolution des signaux provenant de
plusieurs fluorophores/colorants pour les différencier.

Intervalle de temps entre signaux de différentes interceptions du laser.

Dispositif qui répond a un stimulus spécifique. Les tubes de photodiodes
et d'APD sont deux types de détecteurs intégrés aux cytométres.
lls convertissent les signaux lumineux en signaux électroniques.

Flow cytometry standard, format standard de fichiers de données
de cytométrie en flux.

Limite (région) numérique ou graphique qui définit un sous-ensemble
de données. Les fenétrages peuvent étre a une seule ou a plusieurs
dimensions.

Ensemble de valeurs mesurées pour un échantillon unique combinées
avec un texte décrivant les données, le tout étant stocké sous la forme
de fichier .fcs (flow cytometry standard).

Dispositif optique qui bloque le passage d’'une partie de la lumiere
incidente, permettant au reste de passer pratiquement inchangée.

Emission de lumiére de longueur d'onde plus longue lorsqu’une
substance absorbe de la lumiére de longueur d'onde plus courte.

Colorant fluorescent. Molécule capable d’absorber I'énergie lumineuse
puis d'émettre de la lumiére a une longueur d'onde plus longue
(fluorescence) lorsqu’elle libére cette énergie.

Amplification d'un signal. Augmenter le gain produit un signal sortant
plus important pour un signal entrant donné.

Représentation graphique de données a deux parametres. Chaque axe
du graphique affiche les valeurs d'un parametre.
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laser Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplification
de la lumiere par émission stimulée de radiation). Source lumineuse
hautement directionnelle, monochromatique, cohérente et intense.
La lumiére émise se situe dans une ou plusieurs bandes spectrales
étroites ; pour la plupart des lasers, elle est concentrée en un faisceau
intense et étroit.

photodiode Dispositif mesurant l'intensité lumineuse. Une photodiode génére un
courant de sortie proportionnel a I'intensité de la lumiére incidente.

rcv Robust coefficient of variation (coefficient de variation robuste en
pourcentage). Le CV robuste mesure la dispersion d'une distribution
de probabilité ou d'une distribution de fréquence.

référence Profil spectral d'un fluorochrome dans tous les détecteurs de tous
les lasers.
résolution Mesure de la capacité d'un cytometre a distinguer entre deux

populations présentant différentes intensités de fluorescence ou
de diffusion de la lumiere.

rSD Robust standard deviation (écart-type robuste). Le rSD est basé sur
I'écart entre les points de données individuels et la médiane de la
population.

sensibilité Mesure de la capacité d'un cytometre a distinguer des particules

par rapport au bruit de fond. Elle est souvent exprimée en termes

de nombre minimal de molécules fluorescentes par particule requis
pour distinguer une particule marquée d'une particule non marquée.
La sensibilité dépend de I'appareil, du colorant et de la méthode de
préparation.

signal de fuite Lumiére émise par un fluorophore qui pénétre dans le détecteur d’'un
autre fluorophore.

SIP Sample injection port (port d'injection de I'échantillon). Région du
cytometre ou I'échantillon est placé.

SIT Sample injection tube (tubulure d'injection de I'échantillon). Sonde qui
aspire I'échantillon d'un tube pour I'envoyer dans la chambre d'analyse.

taux d'événements Taux d'acquisition des cellules ou particules.

tension Mesure du potentiel électrique. La tension appliquée a un détecteur
a un impact sur son gain d'amplification.
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Cytometre

13

Spécifications

Composants optiques

Elément

Spécification

Plateforme optique

Ensemble d'optiques fixe configuré avec jusqu’a trois faisceaux laser
séparés dans l'espace. Les délais du ou des laser(s) (laser delays) sont
automatiquement ajustés lors du contrdle qualité de 'appareil.

Lasers

405 nm : 100 mW (violet)
488 nm : 50 mW (bleu)
640 nm : 80 mW (rouge)

Géométrie du faisceau

Profil de faisceau laser a maximum d'intensité plat et faible hauteur
verticale (rectangulaire), optimisé pour la détection de petites
particules.

Collecte de I'émission

Cuvette en silice fusionnée couplée a une lentille d'ouverture
numeérique élevée, pour une efficacité optimale de collecte dans les
fibres optiques.

Détecteur de diffusion
axiale et filtre

Détecteur a semi-conducteur haute performance avec filtre de bande
passante de 488 nm.

Détecteur de diffusion
latérale et filtres

Deux détecteurs a semi-conducteur haute performance avec filtres
de bande passante de 405 et 408 nm.

Détecteurs de
fluorescence

Multiplexage en longueur d'onde a espacement large (CWDM) de
haute sensibilité, réseau de détecteurs a semi-conducteurs avec

16 canaux par laser, permettant une capture plus efficace du spectre
des colorants qui émettent dans la plage de 420 nm a 830 nm. Aucun
changement de filtre n'est requis pour les fluorophores excités par les
lasers du systeme.

REMARQUE : voir le tableau de la page 117 pour les spécifications des
bandes passantes des détecteurs.
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Fluidics (Systeme fluidique)

Elément

Spécification

Fonctionnement général

Systeme fluidique circulant par aspiration a vide dans les modes
suivants : Long Clean (Nettoyage long), SIT Flush (Rincage de la SIT),
Purge Filter (Purge du filtre), Clean Flow Cell (Nettoyage de la chambre
d'analyse), Fluidics Shutdown (Arrét du systeme fluidique).

Tubes compatibles

Tubes de polystyréne et de polypropyléne de 12 x 75 mm

Réservoirs fluidiques

Réservoirs a liquide de 4 | fournis avec un capteur de niveau.
Compatible avec les Cubitainer de 20 | a liquide de gaine et a déchets.

Débits des échantillons

Trois débits préprogrammeés mesurés par le débitmetre :
Mode Tube :

* Low (Faible): 15 pl/min

+ Medium (Moyen) : 30 pl/min

« High (Elevé) : 60 pl/min

Taux d'acquisition des
données

Jusgu'a 35 000 événements/s (pour les systémes a trois lasers)

Performances

Caractéristique

Parametre

Critéres d'acceptation Résultat

Sensibilité Sensibilité de la Sensibilité minimale : FITC Résultats MESF :
analytique fluorescence < 200 MESF PE < 100 MESF FITC =51

APC <15 MESF PE = 51

Pacific Blue < 190 MESF APC=14

Pacific Blue=13

Linéarité de la
fluorescence

R>0,98 R> 0,99 pour tous

(FSC)

Sensibilité de la
diffusion axiale

Diffusion axiale pouvant
distinguer une
microparticule de 1 pm
parmi des débris par taille
relative

Les billes de 0,98 pm
sont séparées des débris
par FSC

Linéarité dutestde

Le ratio de MFI G2/M sur Ratio G2/M sur GO/G1

ploidie de 'ADN G0/G1 doit étre compris =2,03
entre 1,95 et 2,05.
Résolution de la | Résolution FSC < 3,0 %CV FSC: 2,96 %CV
diffusion FSC/SSC SSC < 8,0 %CV SSC: 4,55 %CV
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Caractéristique

Parametre

Critéres d'acceptation

Résultat

Exactitude Exactitude de la En utilisant I'échantillon Les populations de
détection des CD-Chex Plus (Streck, cellules testées CD3+,
marqueurs de Cat n® 213365) pour les CD3+CD4+, CD3+CD8+,
surface cellulaire marqueurs de surface CD3-CD19+ et CD3-

cellulaire CD3, CD4, CD8, (CD16+CD56+) en
CD16/56 et CD19, les cellules | pourcentage des
positives exprimées en lymphocytes sont
pourcentage deslymphocytes | dans les plages cibles
doivent étre dans la plage publiées. Données
cible indiquée par le archivées.
fournisseur.

Précision Répétabilité de la En cas de mesure répétée Le %CV pour chaque

(répétabilité et
reproductibilité)

détection des
marqueurs de
surface cellulaire

d'échantillons a l'aide de
plusieurs appareils avec

les marqueurs de surface
cellulaire CD3, CD4, CDS,
CD16/56 et CD19, le %CV
des pourcentages de cellules
positives doit remplir les
critéres suivants :

Si les pourcentages de
cellules positives sont
> 30 %, le %CV doit étre
< 8 %.

Si les pourcentages de
cellules positives sont
<30 %, le %CV doit étre
<15 %.

population de cellules
mesuré dans 10 tests
répétés est inférieur
a 6 % et respecte les
critéres d'acceptation.
Données archivées.

Validation du
déroulement
des analyses

Contamination
croisée
Fiabilité de
I'appareil

La contamination croisée
doit étre < 0,5 %

Contamination croisée
< 0,003 %

Lorsque la température
ambiante reste dans une
plage de 5 % par rapport
a la température de
fonctionnement prévue,
sur une période de 8 heures,
il ne doit pas y avoir de
variation supérieure

a + 10 % de l'intensité de
la FSC et de tout canal de
fluorescence

Les résultats des tests
démontrent que la
variation de la MFI sur
chaque canal est
inférieure a + 10 %.
Données archivées.
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Ordinateur

Elément Spécification

Systéme d'exploitation Microsoft® Windows® 10 Pro, 64 bits
Processeur Processeur Intel® Core™ i7, 3,6 GHz
RAM 32 Go

Disque dur 500 Go SSD/1 To SATA

Processeur vidéo 530 NVIDIA® GeForce

Moniteur Moniteur UHD 4K de 32 pouces

Caractéristiques techniques du chargeur

Caractéristiques générales

Types de plaque Macro-plaque de 1 ml, macro-plaque de 2 ml, micro-plaque de 96 puits standard

96 puits standard a fond plat

a fond en V, micro-plaque de 96 plaques standard a fond en U, micro-plaque de

Portoir de tubes Portoir de 40 tubes
Interface ordinateur USB 2.0
Mélange Basé sur porte-échantillons spécifique configuré dans le logiciel selon la vitesse,

la durée et la fréquence d'agitation recommandées.

Exigences en matiére d'installation

Dimensions 23x47x28cm(9,1x18,5x 11 po)

Poids 15kg (33 Ib)

Espace de travail 65x30x30cm (26 x 12 x 12 po)

recommandé

Adaptateur Entrée : 110-240 Vca, 50/60 Hz, 2,0-1,0 A
Sortie : 24 Vcc, 6,67 A,160 W max.

Humidité 20 a 85 % (relative, sans condensation)

Conditions Altitude jusqu’a 2 000 m (6 560 pi), niveau de pollution : 2

environnementales

Filtration de l'air Pas de poussiére ou de fumée excessives

Eclairage Aucune exigence spéciale
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Exigences en matiére d’installation

Elément

Spécification

Dimensions (L x P x H)

54 x52x52cm (21,3 x20,5x 20,5 po)

Poids

61 a71kg(134,5a156,5 Ib)

Ordinateur

3,5x183x179cm (1,4x7,2x7,0 po)

Espace de travail
recommandé

152,4x 61 x 132 cm (60 x 24 x 52 po)

Alimentation

110/240 Vca, 50/60 Hz, 3,5 A/1,5 A

Fusible

250 Vca, 5 A, taille 5 x 20 mm

Dissipation de la chaleur

500 W avec tous les lasers a I'état solide

Température

15-28 °C

Conditions
environnementales

Réservé a une utilisation en intérieur

Altitude

Jusgu'a 2 000 m (6 562 pieds)

Degré de pollution

2

Humidité

20 a 85 % (relative, sans condensation)

Filtration de l'air

Pas de poussiere ou de fumée excessives

Eclairage

Aucune exigence spéciale
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14

Matériel et pieces de rechange

Elément Référence Description
produit
Réservoirde 4 L N4-00124 Bouteille fluidique pour gaine et déchets
Bouchon N7-32015 Couvercle pour cuve gaine 4L avec tubulure
d'alimentation 4L
Bouchon de vidange N7-32014 Couvercle pour réservoir a déchets 4L avec tubulure et
4L Assy capteur de niveau de liquide
Adaptateur Cubitainer | N7-32016 Tubes et bouchons pour s'adapter aux conteneurs de
20L déchets et de gaine de 20 L
Ensemble de support | N7-32019 Ensemble de support de réservoir
de réservoir
SpectroFlo QC Beads B7-10001 Billes QC quotidiennes pour valider les performances
2000 Séries, 2mL de l'instrument
Filtre de liquide N7-22006 Filtre du liquide de gaine de 0,2 pm, avec raccords
de gaine (0,2 pm) rapides et collecteur
Filtre du liquide N7-22016 Filtre du liquide de gaine de 0,4 pm, avec raccords
de gaine (0,4 pm) rapides et collecteur
Ligne de prélevement | N7-22014 Ensemble de tubulure SIT
de I'échantillon
Tube de N7-22010 Remplace le filtre du liquide de gaine lors d'un
contournement nettoyage long
du filtre du liquide
de gaine (pour le
nettoyage long)
Disque filtrant de N4-00047 Filtre situé a I'entrée de la tubulure de liquide de gaine,
25 mm (20 ym) pour bouchon de Cubitainer et capuchon de réservoir
de 4|
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A
accumulateur a vide 15, 16
acquisition
contrdles 51
expériences 50
préférences 80
ajouter
fluorochromes a la bibliothéque 72
marqueurs 73
nouveau compte d'utilisateur 93

Analyse des données hors ligne 109
arrét du systeme 31

B

barre d'outils, expérience 55
bibliotheque
billes pour QC 71
fluorochromes 72
marqueurs 73
modeles d’expérience 78
modéles de feuilles de travail 77
mots clés 74
parametres du chargeur 77
parametres utilisateur 76
billes pour QC
acquisition 33-36
bibliotheque 71
bouton d'alimentation 12

C
chambre d'analyse, nettoyer 149

chargeur

arrét 145

calibrage de la plateforme du chargeur et de
la plaque 157

connexions 158

débranchement de I'alimentation 158

démarrage 140

dépannage 163

déroulement du travail quotidien 140

instructions pour soulever et transporter le
chargeur 158

maintenance 156

paramétrer une expérience 140

Index

parametres 77

parametres et commandes 138
composants optiques 17
contréles de référence 38

acquisition 3843

comparer aux reperes 107

mise a jour 45

sélection de reperes 44
controles de référence repéres 44
coordonnées du service technique 10
cytomeétre

arrét 31

bouton d'alimentation 12

composants du systeme fluidique 15-16

filtre du liquide de gaine 16

lasers 17

nettoyer les surfaces 152

pieces de rechange 175

réservoirs a liquides 14, 27-29

SIT/SIP 13

systeme optique 17

vue d’'ensemble 12

D

déconvolution 101
apres l'acquisition 110-114
en direct 104-109
spécifique au marqueur/lot 81
vue d'ensemble 102

déconvolution apres 'acquisition
dans le module d'acquisition 110-111
dans le module d'analyse 111, 111-114

dégazeur 15
dépannage 159-162

données
brutes 49, 109
déconvoluées 49, 109, 111, 114
formats 49

E
exigences en matiere d'installation 173
expérience

a propos 19

affichage 50-58
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barre d'outils 55

créer nouvelle 61-68

exporter 21

modeles 22, 78

par défaut 20, 24

vue d'ensemble du paramétrage 50

exporter
expérience 21
rapport de QC 36

F
facteur d'échelle de I'aire 54

fenétrages
ajustement, déconvolution apres lacquisi-
tion 110, 113
modifier les propriétés 56
préférences 85
feuille de travail
a propos 23
modeles 77
préférences 82
sélection 54
fichiers FCS
données brutes 109
données déconvoluées 109, 111, 114
formats 21, 49
préférences de stockage 90

filtre du liquide de gaine 16
purger 149
remplacer 152
filtres virtuels 115-119
fluorochrome
acquisition des contréles de référence 38
déconvolution en direct 105
groupes 38
sélectionner dans une expérience 62
fluorochromes
ajouter des nouveaux 72
bibliotheque 72
modifier les propriétés 72

G
gain

ajustement 53

parametres 46

Voir aussi paramétres utilisateur
graphiques

préférences 84

types et propriétés 55
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lasers
détecteurs 17
facteur d'échelle 54
Levey-Jennings
onglet pour suivi de la performance 33
suivi 45
liste de taches
ajouter des taches 122
collecte de données 127
controles de référence 123
contrbéles de référence spécifiques au lot
126
créer ou ouvrir 121
déconvolution 125
disposition des échantillons dans un porte-
échantillons 127
exporter un rapport 129
logiciel
format de fichier FCS 49
modules 18
vue d’'ensemble 18

M

maintenance
non planifiée 147
planifiee 147
marqueurs
ajouter 73
bibliotheque 73

mesure du débit 154

mesures du signal 54

modifier
compte d'utilisateur 94
propriétés des fenétrages 56
propriétés des fluorochromes 72
propriétés des graphiques 55

modules, logiciel 18

mot de passe, réinitialiser 94

mots clés 74

N
nettoyage

SIT 148
nettoyage long 150

nettoyer
chambre d'analyse 149
surfaces extérieures 152



O
optique
spécifications 169

P
paramétres
utilisateur 46
parametres utilisateur 46
bibliotheque 76
pieéces de rechange 175
plages d’alarmes 47
plénum 15
plénum a liquide de gaine 15
port d'injection de I'échantillon (SIP) 13
préférences
acquisition 80
fenétrages 85
feuille de travail 82
graphique 84
notifications 89
polices 88
QC et configuration 91
statistiques 87
stockage 90
préférences des notifications 89
préférences des polices 88
procédure d’arrét 31

Q

QC et configuration
préférences 91

QC quotidien
exécution 33-36
rapport 36

R
rapport de QC
exporter 36
rapports de CQ
critéres de réussite ou d'échec 36
remplacer
filtre du liquide de gaine 152
SIT 153-156
réservoir a déchets 14
vider 28-29
réservoir a liquide de gaine 14
remplir 27-28

réservoirs 14
réservoirs a liquides 14, 27-29

S

sécurité
biologique 9
électrique 9
informations générales 8
symboles 7

seuil 53

signal de fuite 101
ajustement 114
SIP
Voir port d'injection de I'échantillon
SIT
Voir tubulure d'injection de I'échantillon
spécifications de l'ordinateur 172
statistiques
créer 57
préférences 87
suivi
Levey-Jennings 45
supprimer
compte d'utilisateur 94
systeme
arrét 31
démarrage 29
vue d'ensemble 11
systeme fluidique
composants 15-16
décontamination 150
spécifications 170
systeme optique
compartiment 12

T
tubulure d'injection de I'échantillon (SIT)
compartiment 12
remplacer 153-156
rincage 148
rincage, chargeur 139
tubulure souple d'injection de I'échantillon (SIT)
13
tubulures fluidiques
inspection 152

V)

utilisateur
ajouter un nouveau compte 93
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utilisateurs
modifier le compte 94
réinitialiser le mot de passe 94
supprimer un compte 94
temps d'utilisation du systeme 95

\'

vue d'ensemble
cytometre 12
déconvolution 102
logiciel 18
systeme Northern Lights 11
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