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Démarrage :

1- Allumer la lampe fluo sur la table a gauche du systeme
2- Allumer le banc laser sur la table & gauche du systeme

. - - -~

3-  Allumer les 3 contréleurs sous la table a gauche du systéme (contrdleur Yokogawa bleu -bouton a
I'arriere du contr6leur, contréleur llas2, contréleur Lambda 10-3)

IAttention ! : A chaque fois que vous basculez aux oculaires, la sécurité laser se met en place. Pour la
retirer pour pouvoir utiliser la caméra, il faut appuyer sur le bouton rouge (c).
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5- Tourner la clé du spinning (entre les caméras, a gauche du statif)

6- Allumer la caméra a utiliser (pour le spinning : I’evolve (1) ou la flash4 (2) a gauche du statif, pour
le TIRF : I’evolve (3) a droite du statif)

7- Allumer le statif (derriere le statif, a droite)
B - =g x\:\
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8- Allumer la transmission (brancher le cable au boitie

10- Ouvrir Métamorph

Tirette enfoncée : Evolve
Tirette sortie : Flash 4
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Utilisation du statif Nikon

Microscope vue de face

[1] Vue d’ensemble de face du microscope
[2] Ecran de contrdle du microscope {objectif utilisé, positionen Z...)
[3] Choix du chemin optique : envoi de |a lumiére vers ies oculaires

[4] Choix du chemin optique : envoi de la lumiére vers les cameéras

1

[5], [10] Molette de réglage du focus [10] Molette de réglage de focus

[6], [11] Reglage vitesse de deplacementen Z [11] Réglage vitesse de déplacement en Z
[7] Changement d’objectif {12] Shutter de la lampe fluorescente

[8] Shutter de la lumiére transmise [13] Changement des cubes de filtres

[9] Puissance de Iz lumiére transmise {14] Position haute et basse de I'objectif
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(1): (0.6/ON)* A

(2): ((0.6/ON)* A/2.3

(3): taille du pixel de la caméra* binning/ grossissement Taille du pixel de I'Evolve: 16um
| Flash4:6,5um

(4): 1AU= (1,22*M* ))/ON

(5): [(0,88 x hem / (n - (N? - NA)Y2))2 + (212 x n x PH / NA)?]2

(6): Section optique/2,3

Il'y a une lentille x1.2 devant la caméra Evolve du spinning.
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Les différents réglages du focus

Il est possible de faire le focus de trois maniéres sur ce systeme :
- Avec la vis macrométrique du statif

- Avec le systeme piezo du systeme. Ce réglage est beaucoup plus fin, précis et rapide que la
vis macromeétrique mais ne se fait que sur 500um.

- Avec la vis du systéme de maintien de focus (PFS) lorsque celui-ci est allumé

En général, 1I’échantillon est trouvé grace a la vis macrométrique du statif. Ensuite, on ajuste le focus
avec le piezo. Enfin, si on souhaite 1'utiliser, il faut allumer le PFS et régler le focus avec sa vis.
IAttention ! : si le PFS est allumé, toute modification du focus via le statif ou le piezo sera corrigée
par le PFS.
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Utilisation du PES

Afin de maintenir le focus, il est possible d’utiliser le PFS. Pour cela, il faut I’activer en appuyant sur
le bouton encadré de rouge.

- T

Selon les parametres d’acquisition choisis (z, multiposition), ’utilisation du PFS ne sera pas la
méme. Pour cela, se référer aux paragraphes correspondants.

S’il y a seulement plusieurs canaux a acquérir au cours du temps (pas de Zstack ou de multipositions)
le PFS fonctionne en continu en paralléle de 1’acquisition sans induire de délai. En revanche, lorsqu’il
y a un Zstack et/ou plusieurs positions a acquérir, le PFS s’active avant chaque position/ Zstack,
corrige le focus et s’inactive ce qui induit un délai et donc une perte de temps.

Observation aux oculaires

=E®»aX  Afin de pouvoir observer aux oculaires, dans le logiciel, cliquez sur le bouton

o correspondant au canal souhaité.

@

— Le systéme bascule automatiquement en mode oculaire (cf bouton 3 page 4).
L I Attention ! Penser a vérifier que le shutter de la lampe fluo est ouvert

|

||

v

7.
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Acquisition d’une image

L e e

Cliquer sur le bouton CSU Evolve ou CSU Flash4 a gauche dans le logiciel selon la
< caméra utilisée

I Attention ! Vérifier que la tirette est dans la bonne position : enfoncée pour I’Evolve,
sortie pour la Flash4

=
%um  EVOLVE CSU 405 - @ |m
FHOPSX @ om%
MOooG\vCa ®m

© LASImaging | (0 LAS2 B csuvoLve | B CsULasH

ces Display Process Log Messure lodfhal

Dans le menu Apps, ouvrir la boite « Multi
Dimensional Acquisition ».

LA Spinning
ws @
{71 Multi Dimensional Acquisition o] = ==
205 o
=1 ea Main
Timelapse [] Muttiple Stage Posttions
- Wavelength [ Mutiple Wavelengths
Displa
By | DEe= Load State...
Summary [ stream

[ Run Joumais

] Use Dual Z Motors | Canfigare

Dans I’onglet "Main" de la boite "Multi Dimensional Acquisition”,
choisissez le type d’acquisitions que vous souhaitez réaliser : Time
Lapse, Multiple Stage Positions, Multiple Wavelengths ou Z series.

() e 1 (e 1 ) () () (W) [reovecsuas
{1 Multi Dimensional Acquisition o] @
Description: ~ *Images automatically saved with base file®
Wik Densans Expenmert ' Onalet Saving : Cliquez sur I’onglet "Saving"
e , de la boite "Multi Dimensional Acquisition".
o (e e Cliquez sur "Select Directory" et choisissez le
scliidud) [ incremet base name  fe et ] dossier dans lequel sauvegarder les images
oz A e (dans le dossier de votre équipe).
Dans la fenétre "Base Name", indiquez le nom
de la série d’image qui sera incrémenté
automatiquement si la case "Increment base
name if file exists" est cochée.
Les images sont sauvegardées automatiquement
a la fin de leur acquisition.
(@) 6n: T ] B3] et ] (W) (M) (M) [1EvoLvECsu4os (5] (B8 Acquire] [ Close |
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Onglet Wavelength:

{J Multi Dimensional Acquisition

Main

— [n;:,:naﬁon: [EvoLvE csu 405 - 1
> : Gan 30 ~

{ Digtizer: Wi

Display EM Gain: 600 :

il [Exuosure: 200 [ms ~] ] 3
AtoBpose: [Never |
Acquire: [Every TmePont v 2
Auto Focus: | Never )2 Contfigure.. |
Hardware AF offset: 0

2 4 [ Povon) [>_fex )
n:1 2 Bm; T [i] @ @ 1-EVOLVE CSU 405 [g__g] [w @

sert donc juste a vérifier que les réglages sont bons).

12

Cliquez sur I’onglet "Wavelengths" de la
boite "Multi Dimensional Acquisition" et
choisir le nombre de marquages a observer
dans "Number of Wavelengths".

Pour chaque onglet (W1, W2,...) créé:
Dans la fenétre "lllumination”,
I’illumination voulue (1).

Se mettre en Live (2).

Dans la fenétre "Exposure”, choisir
le temps d’exposition (3) (ne pas
toucher a Gain et Digitizer).
Reégler la puissance du
correspondant au filtre choisi
Cliquez sur "Snap" pour acquérir 4 L
I'image (4) (mais I’image acquise
n’a qu’un seul point temps et un seul Z, cela

choisir

laser

Si vous fermez la fenétre de contrdle des lasers par erreur vous pouvez 1’ouvrir en cliquant sur « ILas
Imaging » (& gauche dans le logiciel).

Onaglet Z series :

7] Multi Dimensional Acquisition

Main

Interactive settings

Saving
Timelapse

Wavelengths

Curmrent Position:

4035.75[% micronincrement: 1

Settings for acquisition series

Loop order

WI1: [None]
W2: [None]

Summary

Top:
Bottom:

Step Size:

Range:

1 Acquire wavelength set at each Z
@) Acquire Z series for one wavelength at a time

[| Keep shutter open between steps

468 *|| [~] Range Around Cument 1

4204932 [ SetTop ToCument | 3
4200.25/%| | Set Bottom To Cument 4
03 S Center Around Cumrent 2

Number of Steps: 16

Recommended Step Size: 0.4 um

[‘ PreviousJ [> Next ]

Dans I’onglet "Z Series” Il existe deux
moyens de définir votre série Z :

-Par le centre: il faut définir ’image
actuelle comme étant le centre du stack.
Pour cela, cochez "Range Around
Current” (1). En Live, positionnez sur le
plan que vous souhaitez étre le milieu de
votre Z et cliquez sur Center Around
Current (2).

-1l est aussi possible de déterminer le
stack en définissant le haut (Set Top To
Current (3)) et le bas (Set Bottom To
Current (4)) aprés avoir décochez "Range
Around Current™.

Bin: 1 (%] Bin: 1

() () (M) [naomel. <]

Dans les deux cas, il faut ensuite déterminer le Step Size ¢’est-a-dire le pas entre deux acquisitions (cf
page 8). Le nombre de plans est défini automatiquement dans la case "Number of Steps".

Remarques :
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Les réglages de temps d’exposition et de puissance laser doivent étre effectués dans le plan le plus intense

de 1’échantillon.

I Attention !;

Si vous souhaitez faire des Zstacks au cours du temps sur une seule position avec le PFS actif, lors de la

détermination du Zstack il faut :
- Régler le focus avec les vis macrométrique du statif et celle du piezo
- Activer le PFS et ajuster le focus avec le PFS

- Désactiver le PFS

- Deéterminer le haut et le bas du Zstack avec la vis du piezo (elle est plus rapide et précise que celle
du statif) sans toucher au focus du statif et du PSF.

- Réactiver le PFS

Avant chaque Zstack, le PFS s’active, chercher la bonne position en z automatiquement, se désactive et
ensuite le Zstack est acquis ce qui induit une perte de temps.

(] Multi Dimensional Acquisition ol @ |
Main Experiment Length
Saving Number of time poirts: 15000 |2 2
Iamehpen Duration: 08332762] [he -] 3
Wavelengt
Display Time Interval: 02 sec -
Sy Estimated miimum interval: 0.20 sec
B 1 B 1 £ (H 1-EVOLVE CSU 405

Onglet Timelapse : Dans I’onglet "Timelapse" de la
boite "Multi-Dimensional Acquisition”, déterminez
I’intervalle de temps entre deux acquisition (si un carré
jaune apparait, c’est que l’intervalle de temps est
inférieur au temps d’acquisition). Sélectionnez le
nombre de point de temps a réaliser (1) ou la durée du
film (2).

Si on souhaite réalisé un time lapse avec un seul plan Z
et une seule position, avec le PFS actif, il faut d’abord
régler le focus avec les vis macrométrique du statif et
celle du piezo. Ensuite, il faut activer le PFS et ajuster
le focus avec le PFS. Le PFS cherchera et corrigera en
continu le focus sans que cela ait un impact sur

I’intervalle de temps entre deux points temps.

IAttention !:

Pour calculer le temps minimum entre deux acquisitions, le logiciel tient uniqguement compte du temps
d’exposition de chaque canal et du nombre de Z a réaliser. Il ne calcule pas le temps nécessaire au
déplacement en z, x et y ou le temps nécessaire au PFS. Le temps minimum entre deux acquisitions est

donc sous-estimé.

1 Multi Dimensional Acquisition |El (=) @
Meain Posion Label: Onalet Stage : Afin d’imager différentes
e Fosend . positions, déterminez en Live la position
Iimelapse - -2 . - - -
j choisie et cliquez sur le bouton + (1). Pour plus
Wovelengths ATt Ccmar ] de facilités, la position peut étre nommeée avant
T Wi [None] s A e de D’enregistrer en changeant son nom dans
e Position Label (2). Le nom de la position ainsi
Display — Ztavelofiet: 0 ]| (UE SES coordorjnees X,_ Y et Z apparaissent
Summary ] [4] | Poston2 (330044, 1056 02, 1969, AF Offset=) || alors dans la fenétre "Positions".
SRR R D I Attention ! si une précédente position est
3 sélectionnée (surlignée en bleu), celle-ci sera
0 écrasée par la nouvelle position enregistrée.
@ \gjoveto Posttion | Load... | Save..
| Use advanced stage position/wavelength table acquisttion parameters
([ Froviows] (B Nert |
\E] Bin: 1 @ Bin: 1 @ @ | ‘1:[None] " &L_%J !m Acqwne} [ Close ]
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L'acquisition est realisée en fonction de leur ordre dans la liste. Pour modifier I'ordre d'acquisition des
positions, utiliser les fléches.

Pour supprimer une position, la sélectionner et cliquer sur la croix rouge (3).

Il est possible de sauvegarder les positions (il est conseillé de le faire avant de lancer I’acquisition pour
pouvoir rapidement les retrouver si le logiciel cesse de fonctionner). Pour cela, cliquer sur Save. Pour les
importer, cliquer sur Load.

Si vous souhaitez faire des Zstacks au cours du temps en plus du multiposition, il faut faire un Zstack
pour lequel I’on détermine un point comme centre du stack. Pour cela, la position sauvegardée sera le
centre du stack et dans 1’onglet Z series, il faut sélectionner Range Around Current.

Si vous souhaitez utiliser le PFS pour faire du multiposition, il faut lors de la détermination des
différentes positions :

- Régler le focus avec les vis macrométrique du statif et celle du piezo

- Activer le PFS et ajuster le focus avec le PFS

- Désactiver le PFS

- Deéterminer chaque point avec la vis du piezo (elle est plus rapide et précise que celle du statif)

sans toucher au focus du statif et du PSF.

- Réactiver le PFS
Avant chaque position, le PFS s’active, chercher la bonne position en z automatiquement, se désactive et
ensuite le Zstack est acquis ce qui induit une perte de temps.

anlet Stream . Dans le mode Stream, les images sont acquises en continue le plus vite
possible.
Il est possible de streamer :

- Les canaux : c¢’est-a-dire qu’ils vont étre acquis pour un point temps rapidement puis transférer.
Pour cela, il faut les mémes réglages de la caméra (gain et temps d’exposition) pour tous les
canaux.

- Le Z stack : tous les z vont étre acquis d’un coup. Pour streamer le Z, il faut que les canaux soient
aussi streamer.

- Le temps : tous les points temps vont étre acquis a la suite sans délai entre. Pour cela, il faut que
les z (s(il y en a) et les canaux soient aussi streamer. Attention, pour streamer le temps, la RAM
va étre le facteur limitant.

Afin de ne pas perdre de temps entre 1’acquisition de deux canaux du fait de la rotation de la roue de
filtres, il est possible d’utiliser le filtre quadribande. Pour cela, utiliser une configuration dans 1’onglet
Wavelength contenant Fast.

Ce filtre quadribande peut s’utiliser pour les fluorochromes similaires au Dapi, GFP, Cy3 et Cy5.

Il est toutefois nécessaire de vérifier qu’il n’y a pas de crosstalk (passage de fluorescence provenant d’un
canal dans un autre canal). Pour cela, réaliser des échantillons simple marquage pour chacune des
couleurs et vérifier que le signal présent est bien présent dans le bon canal mais pas dans les autres.

Utilisation du PES lors d’un stream :

S’il n’y a pas de z ou de multipositions, le PFS fonctionne en continu en paralléle de I’acquisition sans
induire de délai. En revanche, lorsqu’il y a un Zstack et/ou plusieurs positions a acquérir, le PFS s’active
avant chaque position/ Zstack, corrige le focus et s’inactive ce qui induit un délai et donc une perte de
temps non compatible avec le streaming.
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Monter un film acquis

Pour monter un film, dans le menu Apps, ouvrir la
boite « Review Multi Dimensional Data ».

[Ooog\vign
| @ ASimaging | () 1A | lcsurvoue | Bl csurass | B TRFE

Select Directory... | D:\Dossier utilisateurs\CPTPD2\Nawel\Juin 2014\27-0¢

Data Sets Description:

Une nouvelle fenétre « Review Multi Dimensional Data [led20aD tgnd R —

» s’ouvre. Cliquer sur le bouton Select Base File (1).

Dans la nouvelle fenétre Multi Dimensional Data Set

Utilities, Choisir le dossier ou se trouvent les fichiers dans S Fommore, Pton e, oston2s

Select Directory (2) puis dans Data Set, le fichier a monter Wevelensihe: EVOLVECSUBIC, BUOLVE CSLU 431,

(3). Enfin, cliquer sur View (4). Pata o ot Open
Corfiglog.. |  Openlog |
Run doumal.__ | View. |

Append Sets | Copy Setts).. | Buid Thumbnais |

SeectAl | UnsdlectAl | Delete Sets) | Move Setfs)... | Cose |

Dans la fenétre Review Multi Dimensional Data :

- S’iln’yaqu’un seul Z : sélectionner les points temps & monter (clic droit au début de la ligne pour
tous les sélectionner)

- S’il y a plusieurs Z : Le bouton Select Best focus permet de sélectionner automatiquement le
meilleur focus. Si vous souhaitez avoir une projection des intensités maximales, allez dans

I’onglet Z projection et cocher la case Z projection. Ensuite, sélectionner les points temps a
monter.
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