Version _130816

Les modes d'emplois des appareils ainsi que les textes de Matériels et Méthodes pour vos articles peuvent êtres 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'entraînement sur cet appareil. Si c'est votre première utilisation du microscope ou si vous avez des questions ou des problèmes, SVP contactez le responsable du Service au 1-4867.

FACSCAN :Local 4867 CRC
Avant de commencer, s’assurez d’être en possesion de :

· Gants

- Chronomètre

· Minimum 1 litre de PBS 1X
— Sur le FACS —
1. Dépressurisez Vent Valve  #1 (vers le bas) et sortez le bac (quand vous replacez le bac, assurez vous de placer la tubulure du bouchon en direction des flèches) 

2. Mettez 1 L de PBS 1X

3. Remettez le bac (quand vous replacez le bac, assurez vous de placer la tubulure du bouchon en direction des flèches)

4. Pressurisez Vent Valve #1(vers le haut)
5. Assurez-vous d’absence de bulles d’air dans le tuyau de la trappe entre les bacs.

6. Mettez en marche le FACS #2 (bouton en haut à gauche)
          — Sur l’ordinateur—
7. Mettez en marche l’ordinateur #3


Si l’ordinateur est déjà en marche, redémarrer le : Spécialredémarrer
8. Mettez un essuie-tout sur la souris pour protéger celle-ci de la contamination 

	9. Ouvrez le dossier Document FACScan;
10. Double-clickez sur «Nom-Chercheur_LAB 1-****» 
11. D-clickez sur fichier d’acquisition AQC-*** ;

12. Menus : Acquire Connect to cytometer (_B); la petite fenêtre Aquisition control apparaît. Déplacer la en bas de l’écran. 
13. 
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	14. Menus  Cytometer Instrument settings
• Clickez  Open, 

• Document FACScan / Patron_LAB 1-**** / Mon dossier
• Sélectionnez un fichier «080101.01»  (AA/MM/JJ .# de fichier)contenant les paramètres (settings) appropriés 

• D-clickez le fichier,    Set,      attendre 3 secondes,    puis Done
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	15. Menus  Acquire:

· Acquisition and storage (pour le nombre d’événements, etc.) ;  Parameter saved (vérifier si les paramètres dont vous avez besoin sont cochés) 

· cliquez OK 2 fois de suite

16. Menus  Acquire:
· Parameter description:

- Folder 

Créez un nouveau dossier (p. ex. 100101) ou sélectionnez un dossier existant

- clickez sur  Sélect

- File:

- Custom prefix écrivez p.ex.100101 (AA/MM/JJ)
- File name suffix sélectionnez Custom prefix

- File count corriger le numéro pour 1
cliquez OK

- Fermez (carré à gauche) Parameter description
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17. Affichez les paramètres variables (_1, _2 et _3 et Acquire counters ); placer les sur l’écran ou vous voulez ou double cliquez sur la barre en haut de la fenêtre pour la réduire. (Le sigle  signifie la touche « Pomme » sur le clavier de MAC)
18. Dans la pallette Acquisition control- cochez √ setup  
Le crochet est pour faire une pré-acquisition afin de vérifier si les pics sortent à la bonne place. Sinon , on doit corriger. Ensuite si on juge que tout est OK, on enlève le crochet et on fait l’acquisition qui sera sauvé dans un fichier que vous avez créé au début à la bonne date. (voir suite # 22)
— Sur le FACS —

19. Au besoin mettez l’adaptateur pour les eppendorfs et pousser le jusqu’au fond 

Cà  prend deux mains et  on ressent deux résistances. 

20. Mettez Fluid control #4 à LOW (très important si on fait du cycle cellulaire)

21. Mettez le Sélecteur #5 à la position RUN  ;

22. Introduisez le premier tube et poussez le jusqu’au fond. La tige doit presque toucher le fond de l’eppendorf. Fermez le bras de rétention de tubes, sinon vous risque l’expulsion de tube sous l’effet de la pression.

23. Donnez qqs petits coups au tube pour resuspendre les cellules et éliminer les bulles 

— Sur l’ordinateur—
24. Dans la pallette Acquisition control, appuyez sur Acquire;
25. Ajustez les réglages

26. Pesez Abort; 

27. Dans la palette Acquisition control- décochez √ setup;

28.  Attendez la fin d’acquisition 

29. Attendez que trois gouttes du PBS tombent 

30. Mettez l’échantillon suivant et appuyez sur Acquire;

Si vous jugez que les pics ne sortent pas au bon endroit, vous devez cocher setup
Faire les ajustements , décocher et acquérir pour sauver dans un fichier.

31. À la fin de l’acquisition appuyer sur File Quit puis Save et fermer le dossier.

— Sur le FACS —

32. À la fin de l’acquisition, retirez le fit pour les eppendorfs , rincez le à l’eau ;

33. Lavez 10 min au Javex (le Fluid control #4 à LOW)

34. Lavez 10 min avec eau (le Fluid control #4 à LOW)

35. Mettez le Sélecteur #5 sur Standby.

36. Fermez le FACScan 

Important : 

Avant de fermer, vérifier sur le site de réservation s’il y a quelqu’un qui va utiliser le FACS après vous, 

— si oui laisser le FACS ouvert, 

— sinon, fermez tout.

