BD FACSAria™ Fusion - Citometria de Fluxo e Separação celular (cell sorting)

Agência de Fomento: FAPESP (Processo 2015/12894-1) - Equipamento Multiusuário (EMU)

Cadastro

	INFORMAÇÕES SOBRE O USUÁRIO

	Nome:
	e-mail:

	Categoria:

	Telefone fixo: (  )
	Celular: (  )


	INFORMAÇÕES SOBRE O RESPONSÁVEL E PROJETO DE PESQUISA

	Título:

	Órgão de Fomento:
	Modalidade de apoio:

	No. Processo:
	Vigência:

	Pesquisador Responsável:

	Categoria:
	(   ) Professor
	(   ) Jovem Pesquisador
	(   ) Pesquisador

	Instituição Sede:

	Departamento:

	Endereço:

	Telefone fixo: (  )
	Celular: (  )
	e-mail:

	Utilizar os dados dos campos anteriores para a emissão de nota fiscal:
	(   ) Sim
	(   ) Não


	INFORMAÇÕES SOBRE O EXPERIMENTO

	Pré-sorting/Análise

	Tipo de amostra:
	(   ) Células em cultura
	Tipo celular de interesse: _________________________________________________

	
	(   ) Sangue
	

	
	(   ) Tecido/órgão

(   ) Outros. Especificar:____________________________


	Painel de marcação. Ex. CD4-FITC; CD8-PE: _________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________________________________________

	Avaliou-se viabilidade celular:
	(   ) Sim
	Em qual momento:______________________________________________________

	
	(   ) Não
	

	Número total e concentração de células (o mais próximo de 106 células/mL para sorting e 5 x 105 células/500 µL para análise) em cada tubo. OBS: Para o sorting este valor pode variar dependendo da quantidade de células recuperadas. Ex. Tubo 1 = 2x108 (2x107/mL); Tubo 2 = 108 (107/mL): _____________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________________________________________

	Estratégia de gate

	Descrição de como pretende separar a(s) subpopulação(ões). Ex: subpopulação 1= FSC x SSC > viabilidade > doublets / subpopulação 2 = Linfócitos > TCD4+ > CD25+ > FOxP3+ / subpopulação 3 = Linfócitos > TCD4+ > CD25-:____________________________________
______________________________________________________________________________________________________________


	Sorting

	Duração estimada:
	(   ) 2h
	(   ) 3h
	(   ) 4h
	
	Hora de início:


	Tamanho das células:
	Nozzle:
	(   ) 100µm

	Controle de temperatura:
	Sim,
	(   ) 4°C
	(   ) Não

	
	
	(   ) 20°C
	

	
	
	(   ) 37°C
	

	
	
	(   ) 42°C
	


	Recipiente de separação:
	(   ) tubo cônico 15 mL
	(   ) microtubo 1,5 ou 2 mL

	
	(   ) tubo FACS (12x75 mm)
	(   ) placa ____poços


	Destino das células separadas:
	(   ) cultura
	(   ) transplante
	(   ) ensaios de DNA/RNA/proteína

	Informações adicionais:

	INFORMAÇÕES IMPORTANTES
Preparação das amostras

	Filtração das amostras
Imediatamente antes de serem submetidas ao procedimento de análise e sorting, as amostras deverão ser filtradas duas vezes em filtro de 70µm para evitar a passagem de grumos de células e/ou impurezas. Amostras que contenham grumos ou apresentem uma alta densidade de células não serão analisadas pelo risco de comprometimento do funcionamento do aparelho.

	Solução de diluição das amostras
As amostras deverão ser diluídas em PBS estéril.

	Diluição das amostras
A concentração de células da amostra poderá ser modificada conforme suas características, no entanto, é recomendável que sejam diluídas em número de 106 células por 1mL de PBS.

	Observações importantes:
1. O usuário deverá trazer as amostras de células que serão utilizadas para compensação das fluorescências (interferência entre fluorescências). Dessa forma, deverá ser incluído no experimento um tubo contendo células não marcadas e um tubo contendo células ou CompBeads de compensação single-stained para cada fluoróforo que será utilizado no painel multicolor. Detalhes serão discutidos na entrevista. Por exemplo, se no painel multicolor houver marcações envolvendo os fluoróforos FITC, PE, APC e PerCP, o usuário deverá trazer um tubo marcado somente com o anticorpo conjugado à FITC (single-stained); um tubo marcado somente com o anticorpo conjugado à PE; um tubo marcado somente com o anticorpo conjugado à APC; e um tubo marcado somente com o anticorpo conjugado à PercP. A utilização de beads de compensação não dispensa a necessidade de um tubo contendo células não marcadas para avaliação da autofluorescência. É necessário trazer apenas um tubo single-stained para cada fluorescência, mesmo que o fluóroforo em questão seja utilizado conjugado a mais de um anticorpo;
2. As células que serão adquirida/analisadas não poderão ser marcadas com iodeto de propídeo (PI), laranja de acridina, 7AAD ou laranja de tiazol;
3. Para aumentar a viabilidade das células pós-sorting que serão destinadas a cultura celular e minimizar contaminação, recomenda-se que os recipientes destinados a coleta das mesmas contenham meio enriquecido, ou seja, suplementado com 10% de soro feral bovino e antibióticos/antimicóticos;

4. Células de cultura ou propensas a rompimento, dependendo da aplicação, podem ser tratadas com DNase para dimunuir a formação de grumos;

5. É importante que se avalie a viabilidade celular antes do experimento de sorting e uma alíquota da amostra deve ser preparada para avaliação de possíveis perdas de viabilidade independentes do processo de sorting. Dessa forma, é recomendável a inclusão de marcadores de viabilidade celular no painel multicolor, como os Fixable Viability Stain (FVS);
6. Maiores informações/orientações serão fornecidas na entrevista prévia.

	Para solicitação de agendamento:

Enviar esta ficha de cadastro por e-mail para o endereço ariafusion@fob.usp.br com o assunto “Agendamento”. No corpo do e-mail, solicitar o agendamento da entrevista prévia à utilização do equipamento BD FACSAria™ Fusion, que deverá ser realizada com pelo menos 7 dias de antecedência ao experimento.

	Reagentes/materiais que serão oferecidos pelo Laboratório de Citometria de Fluxo e Separação Celular:

- Utensílios básicos de EPI, como luvas, gorros e máscara (não inclui jaleco/avental);

- Beads para execução do CS&T e Accudrop;

- PBS ou salina (para operação do equipamento);

- Álcool etílico 77% e hipoclorito.

	Reagentes/materiais que devem ser trazidos pelo usuário:

- Jaleco/avental;

- Amostra para realização da compensação das fluorescências (BD™ CompBead Anti-Mouse ou Anti-Rat/Hamster Ig κ /Negative Control Compensation Particles Set);

- Amostra em tubo próprio para citometria (5mL), sendo de polipropileno para coleta das células pós-sorting ou de poliestireno para análise;

- Tubos ou placas de culturas estéreis caso haja coleta pós-sorting;

	ATENÇÃO: FAVOR AGUARDAR O RECEBIMENTO DA CONFIRMAÇÃO DO AGENDAMENTO


