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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, M. Léonid Volkov, au 1-4867. 

Analyse des photos prise au microscope confocal
Utilisez la session Leonid, le mot de passe : visitor1

· Ouvrez le logiciel FluoView
· Dans Explorer, trouver le dossier contenant vos photos
· Cliquez avec le bouton droit sur la photo (format OIB) et choisir Convert to OIF here

· Fermez le Fluoview
· Trouvez vos photos dans Mes documents / Mon Dossier 
· Cliquez et glissez la photo désirée (format OIF) sur le pictogramme du logiciel Image Pro Cela ouvre 2 images superposées dans le coin gauche : une avec le nom du fichier (tassez la dans un coin et l’oublier) et une seconde Composite preview , cliquez dedans.
· La fenêtre Conposite preview s’ouvre, sélectionnez Color Composite (en pointant la flèche sur les différents noms de fichier, on peut voir le fluorochrome  qu’il représente)
· Sélectionnez le premier nom, cliquer sur Set Color, choisissez la couleur désirée. Faite de même pour chaque fluorochrome
· Assurez-vous qu’Adjust All est bien coché 

· Pour augmenter le Zoom utilisez le bouton de défilement
· Pour changer le plan Z utiliser le Frame (ne jamais utiliser le Frame avant de sélectionner All, sinon remettre le Frame au niveau du départ pour toutes les couleurs)
Pour vérifier la colocalisation

· Sélectionner une couleur et modifier le contraste (optionnel)
· Dans Mesure choisir Colocalisation Analysis (on peut avoir le masque de la région ainsi que les coefficients de colocalisation)
· Sélectionner la fenêtre de colocalisation, cliquer sur la caméra (snap picture of image). L’image peut être enregistrée en format Tiff.
· Sélectionner avec les outils « O » dans la barre d’outils
· Utiliser le bouton New AOI pour supprimer la limite, ensuite cliquer sur annotations (crayon). Reproduire une seconde limite qui se superpose avec la limite utilisée pour l’analyse, et ensuite prendre une photo en cliquant sur la caméra pour enregistrer.
Pour avoir une représentation quantitative de la distribution du marquage

 
· Dans Mesure choisissez Line profile 
· Pour sauvegarder ce dernier, choisissez Graph du Clipboard dans Files de la fenêtre du graph, ensuite collez le dans Paint et enregistrez

Pour avoir la représentation en 3D 

· Dans la fenêtre Color Composite, cliquer sur Make a sequence
· Activer la fenêtre et choisir Advanced (dans le menu en haut) puis 3D constructor
· Lors de l’ouverture du 3D constructor, une fenêtre s’ouvre. Assurez-vous de choisir Color Image et cliquer sur OK.
· Pour avoir plusieurs plans de vue de la cellule en 3D selon les axes X, Y et Z, cocher Slicer.
· Modifier et ajuster les couleurs avec la fenêtre Contrast afin de bien distinguer les composantes.
· Pour enregistrer, sauvegarder d’abord l’image de Composite Sequence dans votre dossier de photos
· Enregistrer ensuite la construction 3D, selon le format proposé.
· Aller dans Animation Path (si vous le cochez, les caméras de l’animation apparaissent), placer la cellule dans l’angle désiré et cliquer sur Create a circular animation (bouton de gauche, 2ème rangée). Vous pouvez faire jouer l’animation afin de s’assurer le bon angle de la cellule.
· Enregistrer l’animation en décochant Animation Path et en cliquant sur Save Animation et choisir le format .avi.
· Pour avoir une coupe 2D dans une représentation 3D
· Dans la fenêtre 3D constructor Options choisir dans le menu déroulant (entre Add et Delete) Oblique Slice et cliquer sur Add.
· Ajuster les inclinaisons et cocher Clipping pour faire disparaître la partie non désirée. Cocher Transparent afin de voir la coupure en 2D sur la cellule en 3D.  
· Pour avoir une représentation avec les Isosurfaces (schématisation)
· Dans la fenêtre 3D constructor Options choisir dans le menu déroulant (entre Add et Delete) Volume Measurement et cliquer sur Add.
· Dans le menu déroulant à droite, choisir le canal dans lequel on veut ajouter un effet d’isosurface.

· Déplacer le Surface Value,  plus la valeur est grande, moins il y a d’isosurface et vice versa.

· Si l’EGFP est trop envahissant dans la représentation, cliquer sur Edit Material et vous pouvez augmenter la transparence de la couleur.
