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Les modes d’emplois des appareils ainsi que les textes de Matériels et Méthodes pour vos articles peuvent être téléchargés du site de Service Commun de Cytométrie et de Microscopie (SCCM).

(http://www.crc.chus.qc.ca/recherche/cytometrie/index.php)

Attention, ceci n’est qu’un aide mémoire pour ceux qui ont déjà eu le cours d’entrainement sur cet appareil. Si c’est votre première utilisation ou si vous avez des questions ou problèmes, SVP contactez le responsable du service, Dr. Léonid Volkov, au 1-4867. 

Acquisition en Live de cellules avec le microscope confocal à fluorescence
***2 hrs avant le rendez-vous, appeler Léonid afin qu’il puisse ouvrir le chauffage et que l’incubateur soit à 37°.

Ensemencer les cellules dans un pétri de 35 mm (la marque Falcon 37,6 mm fonctionne) ou dans la miniplaque Lab-Tek II chambered coverglass #155382 (4 puits) (ou #155409 (8 puits) qui ne convient qu’aux expériences de cour durées sans le CO2) le milieu doit contenir des antibiotiques afin de limiter la contamination et il doit être changé juste avant en cas de besoin. 

1. Choisir l’objectif 40X longue distance (à gauche sur le clavier du microscope). 

2. Monter le portoir sur la platine dans l’ordre suivant: le support à plaque + le support à chambre d’incubation avec des tiges vers le haut + le support à pétri  avec l’élastique (ou à miniplaque) + la chambre qui s’insère dans les tiges. Sur le couvercle de celle-ci, tirer la valve rouge vers l’extérieur afin de l’ouvrir. 

3. Ajouter les 2 bouts d’éponge préalablement humidifiés et s’assurer que le couvercle soit bien fermé, vérifier que les éponges ne laissent pas de mini ouverture, car les conditions seront instables durant l’acquisition

4. Remplir les contenants d’humidification d’eau Nanopure jusqu’au niveau d’entrée d’air.

5. Ouvrir la valve du CO2 (poignée dorée) à environ 2 et régler le débit avec la roulette sur le bloc noir (2-3 bulles par secondes) 

6. Brancher le tube sur le bout noir du portoir. S’assurer que les tubules enroulées sont poussées complètement sur la paroi gauche et au fond (collé sur la prise). ATTN à ne pas enrouler les tubulures, car si la longueur est trop petite l’auto-vérification de la platine sera fausser.

7. Ouvrir le ZDC (mettre la tige à « in »)

8. Installer le pétri. Il est possible de monter le condenseur avec la vis à droite de celle-ci. Ne pas oublier de refaire le focus sur le condenseur et s’assurer que les diaphragmes sont fermés. 

9. Mettre le polarisateur de lumière à OFF. Pour cela tirer vers la gauche la pièce de métal gris sur le condensateur. (Le pétri étant en plastique, la polarisation ne se fait pas, il est donc inutile de l’utiliser.)

10. Ouvrir le logiciel FluoView
11.  Dans le menu en haut, Cliquer sur Device et choisir Multi Area Time Lapse (MATL). (Seule les images séparées des Time Lapse précédents contiennent les paramètres. Vous pouvez donc cliquer droite et Load Acquisition Parameter)
12. Un message apparaît afin que le microscope effectue une auto-vérification des limites de sa platine. Cliquer sur OK.
13. Le microscope remet sa platine au centre (Home), donc il ne sert à rien de chercher des cellules pour l’instant. (Si la platine est dérangée par les tubulures enroulées, fermer de MATL, déprendre les tubes et rouvrir le MATL.
14. Fermer la fenêtre Explorer (ou un message apparaît et la fenêtre se ferme automatiquement)
15. Trouver le focus et l’ajuster avec la bague sur l’objectif. Chercher une cellule morphologiquement intéressante en utilisant les oculaires sur le microscope.
16. Faire les réglages finaux d’acquisition afin d’ajuster le focus, les lasers, le offset, la résolution, la vistesse, le ZDC etc.  Si vous ne travailler pas selon le temps (avec MATL) vous pouvez cocher Enable ZDC AF… afin d’avoir le ZDC dans les acquisitions.
17. Dans la fenêtre de ZDC, choisir une valeur de Zone Depth ce qui représente la hauteur dans laquelle la cellule ce trouve. Ensuite, choisir les paramètres de Searching Area (les valeurs de Searching Area doivent être plus grandes ou égales au Zone Depth). 
18. Ensuite cliquer sur Offset Setting le microscope accepte ou refuse les valeurs. Toujours essayer d’avoir les valeurs les plus basses afin de limiter le temps de recherche de l’objectif. Pour faire une acquisition multi Z, trouver les bas et le haut de la cellule et cliquer sur GO pour aller au centre avant d’enregistrer le point afin que le ZDC trouve sa position. Aussi, dans Edit Acquisition parameters il faut cocher Depth afin d’obtenir plusieurs Z.
19. Dans la fenêtre Registered Point List, cliquer sur le premier bouton dans le menu Add The Current Point. Trouver toutes les cellules en prévisualisation à 128 et Ne pas oublier de remettre à la bonne résolution avant d’enregistrer le point.
20. Refaire les étapes de choix de la cellule jusqu’à la sauvegarde pour un nombre désiré de cellules. 
21.  Cliquer sur le bouton Image Processes Setting, cliquer sur l’onglet Apprend et assurez-vous de cocher Normal et Loop. Vous pouvez 
· choisir le moment de mise en séquence des photos (à la toute fin des acquisitions semble une bonne option). 
· Sauvegarder, si nécessaire, les positions en X, Y et Z, ainsi que les paramètres d’acquisitions dans File et Save as.
* Si vous rechanger les paramètres, vous devez faire un point à la fois en cliquant sur le bouton droit de la souris. Ensuite choisir Edit acquisition parameters. Une fenêtre contenant les paramètres s’affiche et il vous est possible de les modifier.  

22. Régler le nombre d’acquisitions désirées (Repeat).
23. Régler le temps d’Intervalle entre deux acquisitions d’une même cellule. (ex. : 1;00;00.0 veut dire qu’il s’écoulera 1 heure entre la première et la deuxième photo d’un même point)
24. Lorsque que tous les paramètres sont bien définis, cliquer sur Ready  et ensuite sur la flèche Start pour lancer les acquisitions.

25.  Éteindre la lampe à fluorescence (bouton 1) si votre expérience durera plus que 3 heures.
26. À la fin de l’acquisition :


- vider les 2 contenants d’eau dans la chambre. 



- Remettre le ZDC à out, 



- remettre l’objectif 60X, 



-fermer le CO2 et la chaleur.

* Les images acquises sont automatiquement enregistrées dans Explorer, dans un dossier FV10_avec la date du début de l’acquisition et l’heure. Le renommer et le déplacer dans votre dossier afin de ne pas surcharger le dossier Images.

* Aussi, seules les images permettent de charger les paramètres d’acquisitions. Par contre, elles sont inutiles pour la vidéo et prennent donc toute la place dans l’ordinateur. Il faut donc les supprimer! Il est donc conseiller, lorsque les paramètres sont définis de prendre une acquisition afin de sauvegarder de réglages. 

