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Déplacement xyz

> Molette de contréle du z du microscope appelé « z focus » sur le logiciel

Z coarse

Z fine

> Molettes de contrble x y z
o Tourne vers + : descend vers |'échantillon
o Tourne vers - : on s'éloigne de I"échantillon

> Controle du z possible avec la molette de la souris mais dépendant du z sélectionné sur
logiciel

Molette Z du microscope
appelé « z focus » sur le
logiciel

Molette X de la platine

Molette Y de la platine

Moteurs des molettes :
- LED rouge allumée : activés
- LED rouge éteinte : éteints

Déplacement xyz :
- LED rouge allumée : lent
- LED rouge éteinte : rapide

Déplacement xy

e Déplacement z
avec un pas défini

avec un pas défini

[ Mangsl Z |V‘

X=0.16 ‘ Y= -0.16

£=10103, -46.74

XY Step Size [um] Z Step Jum]
Déplacement xy elect % FOV v [5.00

par pourcentage de " |_XYHome [om] __] [Z Home jum]
champ de vue Not Set |[ Set | [Not Set || Set |
[ ZDevice | Bruker £00 pm Piezo v |
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Mouse: aver image 1o display piael irformation

saton 5, 369 Fiensty DODO. 000D, 000K, 0000 Bhoesr »
Mousse-over image o deplay piued information
N

Le logiciel se divise en deux parties principales :
- A : Réglages des parametres d'acquisition
- B : Affichage de I'image / des images

A-IMAGE
RESOLUTION
Format de I'image
Taille de I'image
Champ de vue
Taille des pixels
Choix de I'objectif

A

B-GALVO CONTROL
Rotation de I'image
Déplacement platine
Zone imagée

Facteur de zoom

C-DWELL TIME PER
PIXEL

Temps passé par le
laser sur chaque pixel

D-STAGE CONTROL
Temps passé par le
laser sur chaque pixel

{0 Prairie View 5.5

File  Preferences

[ s12z512 ||

| 128x128
[ 256x256

| [ 1024x 1024 |
J

B [ Image Size: 512x 512

FOV: 799.1 x 798.1 pm

Pixel Size: 1.561 x 1.561 pm

E-ACQUISITION
MODE

Sélection du laser galvo
ou laser résonnant

F-SCAN GALVO

Line Period: 2.041 ms
Frame Period: 1046.812 ms
Frame Rate: 0.955 fps.

P Parameter Set | C:

o
AR
Ject % FOV v

Image.

Parametres d’acquisition
en LIVE et de Single

/" WMotset  [[Set]MNotSet J[Set]
FDevice || Z Focus ~

|4 New| | Smaller

Chemin de sauvegarde

= =
————[0 =%

[ Irteriaced scan pattem

— [Prev]c
(Prev]c
(Prev]c

(Prev]c

PMT 2 Red

PMT 3 Green

PMT 4 Blue

Qmmar Sets

des images
Choix des configurations

[0 =)+
[0 =)+
[0 =I#
[ =+

pré-faites.

G-IMAGE WINDOWS
Gestion des fenétres de
visualisation de
I"échantillon

[5:43:38 AM Succe:
9:43:47 AM Succe:

8:43:43 AM

ssfully connected to Quad GaAsP Controller
9:43:40 AM Successfully connected to High-Speed Shutter Controller

ssfully connected to Multi-Ads Motor Cortroll
9:43:43 AM Successfuly connected to Bruker 400 m Piezo
connected to Mode Servo Controller

>
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Observation aux oculaires digitaux

> Positionner I'échantillon /!\ Objectif a immersion a EAU
» A gauche du microscope, allumer la lampe LED en tournant le bouton vers la droite et pour
faire varier l'intensité.

>

!
smiRROR DicHROICE !

.
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» Positionner le miroir en pivotant vers la droite

> Rabattre la languette noire pour fixer la position

> Ouvrir le shutter en bougeant la glissiére noire vers le « O »

> Observation de I'échantillon sur le petit écran

Lhorane Lobjois Page 7|51



Passage des oculaires au logiciel

> Fermer le shutter en bougeant la glissiére noire vers le « C »

-l

P )
SHUTTER

» Lever la languette noire
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> Positionner vers le dichroique en pivotant vers la gauche

> Rabattre la languette noire vers le bas pour valider la position

» Passage sur le logiciel
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Charger une configuration

Dans la fenétre Acquisition, cliquer sur Files puis Load Environment pour charger une configuration.
Une nouvelle fenétre s'ouvre. Sélectionner le fichier d’acquisition d'intérét qui est format « .env ».
Puis Open. Et 'environnement se charge tel qu'il I'était a I'acquisition choisie.

A
| File | Preferences Tools Display FElectrophysiology  Applications
[CPUT Master ]| Zero | 7 | Load Dats Set i Playback Mode. cule0 ‘ ‘?‘ ‘ﬁ|
Iﬁ\‘m‘m\:ﬁ\ Recent Data Sets » T fccumton tote
e —_ Batch Convert Raw Files...
[Prev]c———[0 =% Load Environment... 24 ] | LiveSean \|:|.
= PMT 3 Green Te® Save Environment...
f PMT 4 Blue :: Current Calibration File: 10.16.2020 (details in submenu) &
[Brev)——[ 0 =& Load Uncaging Calibration. [ \m
Load Recent Uncaging Calibration , (Shuter Cortra |
Bit Alt+F4 Line Period: 1.565 1
X=000 | ¥=-06 Frame Period: 802,
— Z=0.03,-46.74 [Frame Rate: 12451
o ona (Peremster Set | Cun
5 Select % v

N w0 seasrove b
O[> o
NI 2 Tose Toelbose se] (@ Heu][Snole]
V|
|
G 51 25

Pour charger une configuration type de démarrage, cliquer sur 7emplate, puis Load template. Aller
ensuite dans le disque E: Raw Data, dossier CONFIG, choisir celle d'intérét et cliquer sur Open.

Image Size: 512 x 512 ath

| Single 82020-0943
FOV: 150851598 um w <|0]>

L] > (St | st @)ras @) |@ ol
Pixel Size: 0.212x 0.312 pm ‘v‘ = =" =

m_ — tine perod: 1365 ms

x-000[ v=-o16 Frame Period: 02767 ms
W\ml ‘ _s« Z=0.03,-4674 Frame Rate: 1.246fps.

‘/\‘ (ZSepiml)
mmm
INIALL ] NotSet 5ol ot Sel J[Set] (€2 New]

La différence entre template et environnement est le nombre de parameétres chargés. Il y en a moins
dans template.
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Régler les paramétres d’acquisition

» Le format de l'image :
o Prédéfini : en cliquant sur les formats indiqués
o]

Manuellement : en cliquant sur la petite barre bleue a gauche pour afficher l'onglet,

puis taper le nombre de pixels par lignes sur la partie haute, et le nombre de lignes

par images en bas.

i [ 5i2xs2_

[ 1024 1024 (21 ¢« > 512 |

— [ 20sexz0ie | (728 (256 (872 (1024] (20%)
$Image Size: 512 % 512 ] A LnesPerframe |

FOV: 799.1 7991 pm ) < W ]

Pixel Size: 1.561 x 1.561 pm 128 | | 256 | [ 512 | 1024 2048

|| [Objective Lens | 20« Oympus vl Objective Lens | 40x Water v/

Au 20x, I"échantillonnage optimal est de 1024x1024. Si besoin, pour ajuster automatiquement au
bon échantillonnage, il existe un bouton « magique ». Pour cela, aller dans 7oo/s, puis cliquer sur
Nyquist Sampling. Automatiqguement, le format de I'image s'adaptera. Il peut également y avoir un

zoom d’ajouté pour respecter I'échantillonnage.

File Preferences [l Tools ll Display Electrophysiology Applications
| sor Hl;:&H P Nyquist Sampling... Fo y” @ H - |
— ] Fluorescence Unmixing... -
—_————— Scripts 3
[ eaxes - + I
— ctions... -
[ i28xi2s || i [ Live Sean |T
Calibration/Alignment 3
[ zmazs || Running Avers
| 2%6x2% | Scan Settings... OB vlFa
5 Image Size: 512 x 51 Maintenance... Ctrl+ M s
FOV: 159.8x 159.8 pm %) = . JSinglelmage-
Pixel Size: 0.312x 0312 — =]
il Size: 0.312 x 0312 pm ‘ ‘
v hd Line Period: 1.
|| (Cbjective Lens ][ 26¢ Ohympus v
— ®=000| ¥=-016 Frame Period:
Galvo Control
0.0, -46.7 ,
0° e Frame Rate: 1.
o 1N (Pammeter Se
| A~ X Step Size ZSepfun] | (PAMEk
500.00 | Select % FOV v —

> La vitesse d'acquisition ne se regle que dans la box « dwell time » qui correspond au temps
passé par pixel. Plus le chiffre est grand plus le temps passé sur chaque pixel sera long. En

général, a 1, cela fonctionne bien.

Dwell Time Per Pocel [us]

[(Min Jo.6

| [Cumrent ][1.0 |

> Le moyennage : choisir la valeur souhaitée pour le moyennage par frame.
o EnLIVE : sélectionner la valeur sous « Running Average » ET cocher la case a gauche
o Pour l'acquisition : sélectionner la valeur sous « Average Every ».

Scanning ~

| Live Sean |0

|Sing|e5can||z

Running Average
| Frames

Lhorane Lobjois
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> Le zoom : réglage du zoom par I'échelle ou manuellement

m-| 0° [Ee )
o Il 10.0

N
¥

v
Variation du zoom —p—! + o

A .
(Zeom ] 1.06x |l’ Ajuste le zoom a 1
/

Valeur actuelle du zoom

> Ajuster le z-piezo au milieu de sa course : c’'est-a-dire a 200pum. Pour cela, sélectionner le z-
piezo au niveau du Device dans l'onglet Z Series. Puis taper 200 dans Z step. Enfin, cliquer
une fois que la fléche du haut puis une fois sur la fleche du bas. Vérifier que le piezo est bien
a 200um sur le deuxieme chiffre.

File  Preferences Tools Display  Electrophysiology Appl\catinns Templates  Help
Lire 7| [] Poim Pans | ptark | (L yiare - v .
=) H—E‘w +— [ | 522 | 5 [ ol ¥ (559 | 08 | e |

Dwell Time Per Poxel [jis] Acqustion Mode m
Saxse_| -8

[ 102ex702s | (Minfos | [—“—‘ |bﬂ|%|@

Running Average Average Every
(omaznes | ] D0 vlFrames (1 v]Frames
$Image Size: 512x 512 [ ‘A ‘A |E Save Path =]
ml LN ‘=| [.[Singleimage-12102020-1025 | 6
FOV: 789.1 % 799.1 prm |® | < ‘ 0 | > |= |...|5inglelmage-12102020-1029
. — — Shutter Control | Soft @] Hard @
Pixel Size: 1.561 % 1.561 pm ‘ ‘v
— Line Period: 1.622 ms
| | (Objective Lens || 2(x Obﬂgus L
X=415.26 ¥ =417.96 Frame Period: 830.324 ms
(Rotation | St Z=00348.75 Frame Rate: 1.204 fps
I\I ["10.0 | [Pesiion]Xr2-1{41526 41 ~|<|[>| (Pammeter Set ] CurentSettings -
| XY Step Size [um Z Step [um PA Mask Nane -
319.64 |[Select % FOV | [5.00

(IO | ety e (st ) 1) e

| Z Device [ Bruker 400 um Piezo v

=
mm|n
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Acquisition d’'une image simple

» Aller dans l'onglet 2P plus, puis le sous onglet 2P Laser

> Vérifier que le laser sélectionné dans Laser selection est « Laser Chameleon »

> Vérifier que le laser est prét :
o Sioui: Mode-locked en vert [Foser | On [ Modelocked |
o Sinon : Not Mode-locked en rouge [Fover] oo (NN

> Cliquer sur le bouton Closed pour ouvrir le ou les shutters nécessaires :
o Shutter : pour le laser accordable (Shutter ]| Open (IR Shutter]| Closed |
o IR Shutter : pour le laser fixe a 1040

Pour utiliser les deux lasers simultanément pour faire de I'imagerie, aller dans l'onglet Misc. Pour
activer le dual imaging : IN doit étre visible, sinon OUT pour la photoactivation. Avant de faire 'une
ou l'autre technique (photoactivation ou dual imaging), vérifier quelle est la configuration actuelle
du microscope. Sur la partie droite de la boite noire du microscope se trouve les deux techniques.
Celle qui est en place, est celle qui a la gommette verte. Si vous souhaitez utiliser I'autre méthode,

merci de nous en faire part avant de commencer.

¥

Power/Gain | Z-Series | T-Series | XY Stage | Parameter Sets | Misc \—
Usy Butons £l
(Before Scan | None ¥| | BeamExp |
[After Frame | None v| | Dual Imaging Dut
[ After Scan | None |

Backaround Subtraction

[ Record Background Image |
O Subtract [ 100 |[=|[+] % from image

Lhorane Lobjois Page 13|51

Power/Gain
W-Series Definiti 2P Laser Status
wavelength Error Code: 0= No Faults -~
o * I [ Power Modeocked Key Switoh: OFF
N [ Shutter | Closed |[IR Shutter || Closed || [#/=viength Tuning Status: Resdy
= Dicde 1 Current (amps): O
2 775 [ Wavelength Adjust [nm] ] Diiode 1 Temperature (Caloius). 0 -
Diiode 1 Set Temperature (Calcius): O -
3 745 - Diode 1 Heat Sink Temperature {Celoius): 0
P 765 FD& | |" 0 | |13DD | Diode 1 Temperature Servo Status: Open
- Diode 1 Hours: 0
- = [ 7200m |[ 7700m || 8200m | Do Vg 0
L% | 220nm | | 840nm | | S50nm | Diode 1 Servo Drive Setting:
Dicde 2 Current (amps): O
Start Wavelength [nm Diode 2 Temperature (Celcius): 0
705 |=l#] OF|set Start Diode 2 Set Temperature (Celcius): 0
_lJlJ O& |Q < > E||E| Diode 2 Heat Sink Temperature {Celcius): 0
Stop Wavelength [nm |_ P———— ] Driode 2 Tempersturs Servo Status: Opan
1300 [=][+] [ |Set Stop ser Selection Diods 2 Hours: O
Laser Ch J w | |Diode 2 Woltage (valts): O
[Laser Ghameleon | e e g 0
B0 =i+ OF St |_om [ oW ] fewvssmeskiioe o
[aser  |Clsd. Clsd|[770 D ICavity PZT Mode: Auto v
Mumber OF Steps Closed |0 0
O S [ Upse
[wl Leave shutter open Closed |0 ] |Write Laser Status to File |




> Régler la longueur d’onde d’excitation

[ ‘Wavelength Adjust jnm] ]

[770

o Soit en mettant la longueur d’onde voulue 75 |

[300 |

| 720nm || 7700m || 2200m |

o Soit en cliquant sur une valeur prédéfinie

| 8300m || 240nm || 850nm |

Ensuite, aller dans I'onglet « Power/Gain » :

> Dans le sous onglet Laser, régler la puissance du laser Tunable pour commencer a 20.
L'échelle va de 0 a 1000 en sachant que 1000 correspond a 100% de puissance laser.

Puissance laser en mW

Linéarité de I'AOTF
1800

1600
1400

Accordable 880nm
avec PrairieView,
sonde noire (mW)

1200
1000
800

—&— Fixed 1040nm avec

600
400
200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

Puissance laser en %

Puissance du laser a 100% en fonction de la
longueur d'onde (W)

PrairieView, sonde
Thorlabs (mW)

2
2 15
g
c 1
©
2
E 0,5
0
700 800 900 1000 1100 1200 1300 e
ower/Gain Z-Series T-Series
Longueur d'onde - =
[Prev/c——[ 0 =+
Uncaging 1040
(Prev]: [0 =)+
Pour modifier les valeurs, plusieurs possibilités :
En tapant la valeur directement dans la case blanche
En bougeant le curseur avec la souris
En cliguant sur + et - : incrémentation de 1 en 1 e T e
En cliquant sur la partie grisée de I'échelle : incrémentation de 10 en 10 PUTs _
PMT Master | Zero | [#]
PMT 1 Far Red
e 7 AL |Zero [0 ==
Dans le sous onglet PMTs, mettre les PMTs d'intéeréet a 600 T -
PMT 3 Green -
[Prev]c—————[ 0 |=I[+
PMT 4 Blue
(Prev]————[ 0 |=I#

Lhorane Lobjois
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Vérifier que « Imaging » est visible dans le sous onglet Alternate Beam Routes

[Secondary Laser Beam |

Imaging |

Choisir le dossier d’enregistrement en cliquant sur

les trois petits points a c6té de Single

Image en haut a droite. L'enregistrement se fait dans le disque E: Raw Data, dans le dossier
de son équipe, puis son dossier nominatif. S'il n‘existe pas, le créer.

| Save Path

=]+

|:||Sing|e Image-12102020-1025

_'E_I_l

Cliquer sur Live scan
o Format d'image : généralement 512*512

o Zoom:1

O

o Moyennage

Cliquer sur Stop Scan pour arréter le LIVE.

Cliquer sur Single Scan pour acquérir une image 2D

File  Preferences Tools Display  Electrophysiology  Applications
Line 7| [ Point Plane | [ Mark | [[ Mk v
eor [ e (e o | 207 it rol¥ [R5

Image Resolution

512x 512

Dwell Time Per Poeel [us]

Régler les parametres d’acquisitions : comme présenté plus tot

Ajuster la puissance laser et/ou le gain des PMTs

qui sera sauvée automatiqguement.

Templates  Help

Ratio |
Acquisition Mode
Scanning

(in J0.6

| (Cument J1.0

| 1024 x 1024

[J [ Live Scan |1l | Single Scan | (Al

| 2048x2048 |

®m AN
® (<0> O
V| (nensiz] [\

X = 41526 | V= 41796

Stage Cortrol ——
~E
=

3| Image Sizes 312x 312
FOV: 799.1 % 798.1 um

Pixel Size: 1.561 x 1.561 pm

| (Objective Lens || 2x Olympus
II&MIIIII| (S

Il [100 ]
<J®]
h'4

~]

Z=1003, -46.75

Position || XY-2 = {41526, 41..._ |<|[>]
XY Step Size [um] Z Step [um]
319,64 |[Select % FOV | [5.00

XY Home fum] | [ Z Home fum] |
MotSet | Set]|Not Set | Set

Z Device || Bruker 400pm Piezo v

A~

=
A
|ts

> Vérification du bon enregistrement dans
I'ensemble des actions effectuées.

Running Average Average Every
O Frames Frames
Save Path [[=#]

[
|j Singlelmage-12102020-1029 6
Shutter Cortrol ]| Soft @] Hard @@

Line Period: 1.622 ms
Frame Period: 830,324 ms

Frame Rate: 1.204 fps

Parameter Set [ Cument Settings v
[ PAMask ][None

Image Windows

[ New [Swatler] i) (71 [z

vl

la partie inférieure du logiciel qui regroupe

10:29:36 AM Successfully connected to Quad GaAsP Cortroller ~
10:29:38 AM Successfully connected to High-Speed Shutter Controller

10:29:39 AM Successfully connected to Multi-feds Motor Controller _
10:25:41 AM Successfully connected to Bruker 400 pum Piezo =
10:29:41 AM Successfully connected to Mode Servo Controller W

Lhorane Lobjois
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Acquisition en z

Power/Gain Z-Serizs T-Series XY Stage Parameter Sets Misc

Z-Series Definition

[saved | Choix du mode

Représentation du z Guarert | Laser/PMT Compensation .
V z normal ou z piezo

z, slice par slice 3 05 St Poston bl || = Devics
3 10 S |_|
. . >|:| Middle Position Jum] StepSizE[En] | Ré |a e du as
A : Aller a la position i o3 S —C S g'ag P
|=| Number Of Slices du Z OuU du
haute, centrale ou basse BOsE "l Hombre de slices
: _=. Until irt: drops °' \Start with input trigger
B V I d I _t_ A NEIW‘BIDE%DHS ,Trigger each slice
. valeur de la position vl Leave shutter open
haute, centrale et basse
. afini iti PFiezo Range Microns: 0.00to 400.00 Volts: 0.0000 10.000
C : Définir la position (Foo Ferg
haute et basse Save Path | |Z5eres-10282020-0543 [ 1=)#]| Stertz-Series |

Mode z-focus : z du microscope

» Panneau Z-series

» Choisir le z-focus dans Device
/"\ Ne pas modifier le choix du z device dans la partie Stage Contro/
» Passer en LIVE
> Déplacement en z pour définir le premier plan.
> Par défaut, le pas en z pour le déplacement de I'objectif est de Sum par 5pm
> Valider la position haute en cliquant sur ce bouton =
> Déplacement en z pour définir le dernier plan
> Valider la position basse en cliquant sur ce bouton =
> Choisir les paramétres d’acquisition en z soit en choisissant un step size ou un nombre de
plans a réaliser. Le step size respectant |'échantillonnage est de 0.5um.
» Cocher « Leave shutter open ».
» Renommer le fichier
> Mettre l'incrémentation a 1 (Save Path |..|75eries-10282020-0343 [ =)+ |_Stort Z-Series |
» Cliquer sur Start z-series

Mode Z-piezo : z de I'objectif

Pour utiliser ce piezo, il faut impérativement que la position initiale du piezo soit a 200um afin d'avoir
une course entre -200 et +200um. Si cela n‘a pas été fait au démarrage du systeme avant d‘avoir
mis I'échantillon en place, il faut se mettre en LIVE, défocaliser en surface avec la molette Z sur la
table. Puis mettre le z-step a 30um et descendre le piezo a l'aide de la fleche vers le bas. Répétez
cet enchainement jusqu’a atteindre 200um avec le piezo. (Cf. Régler les parameétres dacquisition)
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Panneau Z-series

Choisir le z piezo dans Device

Passer en LIVE

Déplacer le piezo pour régler le premier plan

Valider la position en cliquant sur ce bouton =

Déplacement en z pour définir le dernier plan

Valider la position en cliquant sur ce bouton =

Choisir les parametres d’acquisition en z soit en choisissant un z-step ou un nombre de plans
a réaliser. Le z-step respectant I'échantillonnage est de 0.5um.

Cocher « Leave shutter open ».

YV YV VYV VYVYY

A\

> Choisir le mode d'acquisition du z : normal, fastest ou intermédaire.
o Normal : laisser les parametres tel quel qu’en z-focus.

o Intermédiaire : cocher la ligne fastest puis cocher la ligne «wait for z device » et
mettre la valeur 0.2 ms. L'inconvénient est le piezo ne controlera pas qu'il est a la
bonne position avant d’acquérir chaque plan. Pratique si on ne veut pas passer en
laser résonnant. C'est le plus avantageux.

o Fastest : cocher la ligne 7astest puis cliquer sur le bouton calibrate. Dans ce cas, le
piezo va calculer comment il va réaliser I'acquisition au plus rapide en ayant controlé
chaque position. /!\ le temps maximum pour réaliser le z doit étre inférieur a 4,6
secondes. Pour cela il peut étre envisageable : d’augmenter le z-step, diminuer
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I'average, diminuer le format d'acquisition, passer en scanner résonnant, faire une
ROI par exemple. Il est presqu’indispensable d’étre en laser résonant.

Start with input trigger
Trigger each slice

v Fastest acquistion
Watt for £ device |D.D |ms

» Renommer le fichier
> Mettre l'incrémentation a 1
» Cliquer sur Start z-series

[Save Path |...|ZSeries-10282020-0943 [ 1=l+]| StartZ-Series |
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Time lapse

Aller dans l'onglet « XY Stage »

Se déplacer sur une position d'intérét en LIVE

Régler les parametres d'acquisition

Cliquer sur Add Position : le z est sauvegardé, le zoom aussi si Save Optical Zoom est coché

Aller ensuite dans l'onglet « T-series »

Cliquer sur Stage position

Sélectionner la position précédemment enregistrée

Cliquer sur Image Sequence

Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.

> Cocher la case dans la colonne Max Speed

YV VYV VVYVYVY

Cycle 2R Period | Max |Duration| Resource Photo- BOT External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
Type €PS|  [s] Speed|  [s] activation Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output

XY = - Xv-1 {X=-2{ + [None [~]= - - - — -
Images 0 eosszl 3.02910) = None [x] [0 NoTrigger [~ 0 None [] None [~]None =]

» Renommer le fichier
> Veérifier I'emplacement de la sauvegarde
» Cliquer sur Start T-series

Aller dans l'onglet « XY Stage »

Se déplacer sur la premiére position d‘intérét en LIVE

Régler les parameétres d'acquisition

Cliquer sur Add Position : le focus est sauvegardé
o Si Save Optical Zoom est coché : le zoom est également sauvegardé

Faire de méme pour les autres positions.

Aller ensuite dans l'onglet « T-series »

Cliquer sur Stage position

Sélectionner une position précédemment enregistrée

Cliquer sur Image Sequence

Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.

Cocher la case dans la colonne Max Speed

Cliquer sur Stage position

Sélectionner une autre position précédemment enregistrée

Cliquer sur Image Sequence

Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.

» Cocher la case dans la colonne Max Speed

YVV VY VYV YV V VYV V

YV VV V VY
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> Ajouter autant de lignes Stage position suivi de ligne Image sequence que de positions

voulues
Cycle Period | Max |Duration| Resource Photo- External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
Type #Reps [s] |Speed [s] activation |EOT Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output
XY — — — =2 )Cv-1 {X=-2{ ~ JNone R — = — — —

Images O.GOSBZI 3.02910 - None [+] No Trigger [+ 0 None '+ None [+] None [+]
X Nl -2 (x=2~ INone FE = = —— —— = 1

Images 0. 60582' 3 02910' - None [+] No Trigger [+ 0 None [+] None [+] None [+

> Renommer le fichier
> Vérifier I'emplacement de la sauvegarde
» Cliquer sur Start T-series

Aller dans l'onglet « XY Stage »
Se déplacer sur la premiére position d‘intérét en LIVE
Régler les paramétres d'acquisition
Cliquer sur Add Position : le focus est sauvegardé
o Si Save Optical Zoom est coché : le zoom est également sauvegardé
Faire de méme pour les autres positions.
Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
Cliquer sur Image Sequence
Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.
Cocher la case dans la colonne Max Speed
Cocher « Run at XY Stage Position »
Renommer le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
Cliquer sur Start T-series

YV V V V

YV V VY

YV V VYV

Aller dans l'onglet « XY Stage »

Se déplacer sur une position d'intérét en LIVE

Régler les paramétres d'acquisition

Cliquer sur Add Position : le z est sauvegardé, le zoom aussi si Save Optical Zoom est coché
Aller dans l'onglet « Z-series »

Choisir le z-focus ou le z-piezo dans Device (cf. Z-series)

Passer en LIVE

Déplacement en z pour définir le premier plan. Par défaut, le pas en z pour le déplacement
est de 5pum par 5um

Valider la position haute en cliquant sur ce bouton
Déplacement en z pour définir le dernier plan
Valider la position basse en cliquant sur ce bouton =

Choisir les parametres d’acquisition en z soit en choisissant un z-step ou un nombre de plans
a réaliser. Le z-step respectant I'échantillonnage est de 0.7um.

VVVY VY VVYY

YV V VYV V
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Régler les paramétres d'acquisition de I'image

Aller ensuite dans l'onglet « T-series »

Cliquer sur Stage position

Sélectionner une position précédemment enregistrée

Cliquer sur Z-series

Sélectionner un z enregistré ou le z actuellement défini dans I'onglet Z-series

Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.

Si mode z-piezo : cocher la case dans la colonne Max Speed

Cliquer sur Stage position

Sélectionner une autre position précédemment enregistrée

Cliquer sur Z-series

Sélectionner un z enregistré ou le z actuellement défini dans l'onglet Z-series

Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.

> Si mode z-piezo : cocher la case dans la colonne Max Speed

Cycle Period | Max |Duration| Resource Photo- External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
] on

YV VYV VY

YV YV V VY

Type |#RePS| s |Speed| [s] ela activation Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output

7R ) e I ) 1 {x=-2{ ~ [None FE = = o o =
Z- 1.21164 |h=="8121164 Current None '] No Trigger | v 0 None v | None v | None v

XL — =D = Exv-20=-2{ v one FE = = = ) = ——
Z-Series 121164 == None [ X No Trigger |~ 0 None v | None ¥ | None 5

» Renommer le fichier
> Veérifier 'emplacement de la sauvegarde

» Cliquer sur Start T-series

> Aller dans l'onglet « XY Stage »

> Se déplacer sur la premiere position d'intérét en LIVE

> Régler les parametres d'acquisition

> Cliquer sur Add Position : le z est sauvegardé, le zoom aussi si Save Optical Zoom est coché

> Faire de méme pour les autres positions.

» Aller ensuite dans l'onglet « T-series »

> Aller dans lI'onglet « Z-series »

» Choisir le z-focus ou le z-piezo dans Device (cf. Z-series)

» Passer en LIVE

> Déplacement en z pour définir le premier plan. Par défaut, le pas en z pour le déplacement
est de 5pum par 5um _

» Valider la position haute en cliquant sur ce bouton E

> Déplacement en z pour définir le dernier plan

> Valider la position basse en cliquant sur ce bouton [E

> Choisir les parametres d'acquisition en z soit en choisissant un z-step ou un nombre de plans

a réaliser. Le z-step respectant I'échantillonnage est de 0.5um.
> Régler les parametres d’acquisition de I'image
» Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
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> Cliquer sur Stage position
> Sélectionner une position précédemment enregistrée
» Cliquer sur Z-series
> Sélectionner un z enregistré ou le z défini dans I'onglet Z-series nommé « Current »
> Définir

o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps

o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.
» Si mode z-piezo : cocher la case dans la colonne Max Speed

Cycle 4R Period | Max |Duration| Resource Photo- 80T External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
Type |#NePS| [s] |Speed| [s] i activation Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output

XY = - - == BXY-1{X=-2{ ~ Plone IVJ - - —_— - - -_—

Z-Sq'iG‘lZTTS—i =~ §1.21164 Current |~

0
XY - - - XY-2{X=-2{ + [None [~]p= — - - - -
0

Z- 121164 [F==1.21164 Current |~ [INone ] No Trigger v:

Renommer le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
» Cliquer sur Start T-series

None Vj No Trigger | v None [+]None v | None ,er

None v None ~ | None b

Y VYV

Aller dans l'onglet « XY Stage »
Se déplacer sur la premiére position d‘intérét en LIVE
Régler les paramétres d'acquisition
Cliquer sur Add Position : le z est sauvegardé, le zoom aussi si Save Optical Zoom est coché
Faire de méme pour les autres positions.
Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
Aller dans l'onglet « Z-series »
Choisir le z-focus ou le z-piezo dans Device (cf. Z-series)
Passer en LIVE
Déplacement en z pour définir le premier plan. Par défaut, le pas en z pour le déplacement
est de 5pum par 5um
Valider la position haute en cliquant sur ce bouton
Déplacement en z pour définir le dernier plan
Valider la position basse en cliquant sur ce bouton =
Choisir les parametres d’acquisition en z soit en choisissant un z-step ou un nombre de plans
a réaliser. Le z-step respectant I'échantillonnage est de 0.5um.
Régler les parameétres d'acquisition de I'image
Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
Cliquer sur Z-series
Sélectionner un z enregistré ou le z défini dans l'onglet Z-series nommé « Current »
Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.
Si mode z-piezo : cocher la case dans la colonne Max Speed
Cocher « Run at all XY Stage Positions »
Renommer le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde

YVVV VY VVVYVY

YV VYV VYV YV V VYV V

YV V VY

A\
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YVVVYVVYVYVVYYVYVY

YV V V V

YV VYV VYVY

Cliquer sur Start T-series

Aller dans l'onglet « XY Stage »
Se déplacer sur la premiére position d'intérét en LIVE
Régler les parametres d'acquisition
Cliquer sur Add Position : le focus et le zoom sont sauvés si Save Optical Zoom est coché
Faire de méme pour les autres positions.
Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
Aller dans l'onglet « Z-series »
Choisir le z-focus ou le z-piezo dans Device (cf. Z-series)
Passer en LIVE
Déplacement en z pour définir le premier plan. Par défaut, le pas en z pour le déplacement
est de 5um par 5um
Valider la position haute en cliquant sur ce bouton
Déplacement en z pour définir le dernier plan
Valider la position basse en cliquant sur ce bouton =
Choisir les parametres d’acquisition en z soit en choisissant un z-step ou un nombre de plans
a réaliser. Le z-step respectant I'échantillonnage est de 0.7um.
Réaliser un z pour chaque position en les sauvegardant.
Régler les parametres d’acquisition de I'image
Aller ensuite dans l'onglet « T-series »
Cliquer sur Stage position
Sélectionner une position précédemment enregistrée
Cliquer sur Z-series
Sélectionner un z enregistré lié a la position d'intérét
Définir
o Soit un nombre de répétition/nombre d'images dans la colonne #Reps
o Soit une durée en secondes dans la colonne Duration.
Si mode z-piezo : cocher la case dans la colonne Max Speed

Cycle #R Period | Max |Duration| Resource Photo- 20T External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
Type |#1ePS| [s] [Speed| I[s]

activation Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output
XY s - - — Jr-1{X=-2{ v Blone [~]= - - - — -
Z-%G 1.21164 |=—"81.21164 Current | v lNone [+] No Trigger [+] 0 None [+]None [+]None [+
xr = = = XY-2{X=-2{ + JNone [~ = = = = .
Z- 1.21164 | == 0121164 Current | v JNone [+] No Trigger [+] 0 None v | None [~ ] None -

Renommer le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
Cliquer sur Start T-series
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YV VYV YVYVYVY

Y

YV VY

YV V VYV

Cliquer sur « Applications »
Cliquer sur « Atlas imaging » : deux fenétres s'ouvrent
o Atlas Overview : pour les acquisitions de mosaiques 2D
o Atlas Image : pour les acquisitions de mosaiques 3D
Se déplacer sur I'échantillon jusqu’a une position plutot centrale en LIVE
Ajuster le z
Stop LIVE
Cliquer sur Set as center
Ajuster le Zoom out : suivant la taille de preview voulue (Cf. Atlas imaging)
Renommer le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
Cliquer sur Scan Overview

Cliquer sur « Applications »
Cliquer sur « Atlas imaging » : deux fenétres s’'ouvrent
o Atlas Overview : pour les acquisitions de mosaiques 2D
o Atlas Image : pour les acquisitions de mosaiques 3D
Se déplacer sur I'échantillon jusqu‘a une position, ajuster le z et cliquer sur

I'échantillon

Mettre le pourcentage d’overlay a 15%
Cliquer ensuite sur Generate Montage
Renommer le fichier

Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
Cliquer sur Acquire Volume

K

Zoom Out [ 1[=J[#]
[ 67 % Overdap
| SetasCener |
| Addlocaon |

¥
| Remove Locations |
[ Scan Overview [¢|

¥
| Take Snapshot |

| Clear All

Disable Click to Move

| Acquire Volume |

[J=I#)
flasVolume-12102020-1 3|

Add location
Répéter cette étape jusqu'a avoir les positions d'intérét, par exemple le contour de
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> Cliquer sur « Applications »
Cliquer sur » Atlas imaging » : deux fenétres s'ouvrent
o Atlas Overview : pour les acquisitions de mosaiques 2D
o Atlas Image : pour les acquisitions de mosaiques 3D
Se déplacer sur I"échantillon jusqu’a une position
Ajuster le z jusqu'a la position haute
Cliquer sur Set Z Top
Ajuster le z jusqu’a la position basse
Cliquer sur Set Z Bottom
Choisir le pas en z dans Step size en haut a droite, par défaut : 0.5um
Cliquer sur Add location pour ajouter d’autres positions : en avoir au moins 2.
Mettre le pourcentage d’overlay a 15%
Cliquer ensuite sur Generate Montage
Renommier le fichier
Vérifier 'emplacement de la sauvegarde
Cliquer sur Acquire Volume

v

YVVVVVYVYVYVYVYYYVYYVYY

» Cliquer sur « Applications »

Cliquer sur » Atlas imaging » : deux fenétres s'ouvrent
o Atlas Overview : pour les acquisitions de mosaiques 2D
o Atlas Image : pour les acquisitions de mosaiques 3D

Se déplacer sur I'échantillon jusqu’a une position

Ajuster le z jusqu’a la position haute

Cliquer sur Set Z Top

Ajuster le z jusqu’a la position basse

Cliquer sur Set Z Bottom

Choaisir le pas en z dans Step size en haut a droite, par défaut : 0.5um

Cliquer sur Add location pour ajouter la position

7??

Mettre le pourcentage d’overlay a 15%

Cliquer ensuite sur Generate Montage

Renommer le fichier

Vérifier 'emplacement de la sauvegarde

Cliquer sur Acquire Volume

A\

YVVVVVYVVVVVVYVYY
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Optogénétique
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Sauvegarde projets

Cliquer sur les trois petits points a coté des noms de fichiers

Aller dans le disque E:Raw Data

Choisir le dossier avec son nom ou le créer s'il ny est pas

Créer si nécessaire un dossier supplémentaire pour sauver les acquisitions du jour
Valider le dossier d’enregistrement

YV VV V V

Pensez a les récupérer rapidement car le disque arrive vite a saturation

Aucun transfert n'est effectué sur le serveur data_plat !
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Annexes
e. Présentation du logiciel du contrble des lasers « Chameleon Discovery GUI »

@ Chameleon Discovery GUI V2 Laser Serial Number: 3805 B .
Tunable Available Emission Tuning Control
1 | | 800/ mm | 4
3245 mw| ]
E | Adjust
Shutter Wavelength _H—
Closed
W 680

Tunable AOM Output Fixed AOM Output

| v | ———
""“3 Ext Intu:l Ext

GDD

1- Panneau de controle du shutter du laser accordable (680 — 1340) et
visualisation de la puissance en sortie de cavité &
- Shutter fermé : icone grisé
- Shutter ouvert : icéne coloré
2- Panneau de contrdle du shutter du laser fixe (1040) et visualisation de la puissance en
sortie de cavité
- Shutter fermé : icone grisé
- Shutter ouvert : icone coloré
3- Panneau de visualisation du statut du laser :
- Position de la clé :
e Sielle est sur « Laser Enable » : diode verte et ON
e Sielle est sur « Stand-by » : diode éteinte
- Laser prét :
e S'il n'est pas prét car il est en train de chauffer : diode orange clignotante
e S'il est prét : diode verte
4- Panneau de controle de la longueur d’onde :
- Manuellement en tapant la valeur dans le carré blanc
- En ajustant avec le curseur
- En cliquant sur les valeurs pré-rentrées
5- Panneau de controle de la puissance du laser accordable : doit étre sur EXT
- Manuellement en tapant la valeur dans le carré blanc
- En ajustant avec le curseur
6- Panneau de controle de la puissance de laser fixe : doit étre sur EXT
- Manuellement en tapant la valeur dans le carré blanc
- En ajustant avec le curseur

Shutter Open
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Ajouter la position ~—

Supprimer la position sélectionnée

Supprimer toutes les positions

Se rendre a la position

Lhorane Lobjois

a. XY Stage

_—

Power/Gain | Z-Seres | T-Seies | XYStge |

Parameter Sets I Misc ]

Add/Madify Locations

Add Current

\Update Selected
Update All
A Remove Selected

Remave All

Move Motors To

Selected Location
Next Location

Previous Location

mport Locations...

Export Locations. .

["] Save Optical Zoom

X [um]

1000

¥ [um]

Z [pm]

i Mark Stage
Optical] s Lock Offset ZEEE
O et X O lnvet Y

Page 30|51



L'onglet T-Series donne aux utilisateurs la possibilité de générer une série d'images et de données
en utilisant différents parametres, régions d'intérét (ROI), positions XY, Z-Series, photo-activation,
triggers externes, etc. La variété des options permet a l'utilisateur d'optimiser un ensemble
complexe de parameétres expérimentaux pour l'acquisition de données.

Colonnes de la grille du T-series :

>
>
>

Cycle type : décrit la fonction qui a exécuter (Image Sequence par exemple)

#Reps : nombre de répétition de la ligne avant de passer a la suivante

Period [s] : est le temps qui s'écoule entre le début des répétitions successives. Ce temps
n'inclut pas les mouvements moteurs dans une série Z.

Max speed : permet d'acquérir les images en continu. Pour un z, c'est uniquement lorsque
le z-piezo est mis en place dans Device.

Duration : est le temps minimum nécessaire pour acquérir la ou les images de la ligne, tel
que calculé par Prairie View. C'est dans cette case qu’on définit si on souhaite une répétition
de « ... » secondes de la ligne.

Resource selection : permet de sélectionner la condition actuellement dans le logiciel ou
une condition enregistrée.

Photoactivation : permet de faire une photoactivation comme définie dans l'onglet
photoactivation

Brightness Over Time (BOT) : permet d’enregistrer l'intensité dans le temps de I'image
ou zone(s) définie(s) conjointement au type de fonction.

External Trigger : permet a I'utilisateur de déclencher des acquisitions au cours d'un cycle.
Triggers before starting : Si le nombre dans la colonne Triggers Before Starting est 0, les
expériences insérées commenceront au début du cycle. En entrant une valeur non nulle
dans la colonne Triggers Before Starting, I'utilisateur peut déterminer un nombre de frames
a compter avant de commencer la ligne sur lequel c’'est mis. Par exemple, I'utilisateur peut
créer une ligne Image Sequence avec 100 répétitions dans #Reps, fixer le nombre de triggers
before starting a 10, et synchroniser avec une expérience Mark Points. Cela permet a
I'utilisateur de collecter 10 images comme base de référence avant de commencer
I'expérience des Mark Points puis de faire 100 images.

Synchronize with voltage recording/ Synchronize with mark points /
Synchronize with voltage output : permet de synchronizer les experiences définies dans
les onglets respectifs en méme temps que la fonction qui sera effectuée.

Cycle Period | Max |Duration| Resource Photo- External Triggers Before Synchronize with Synchronize with Synchronize with
Type #RePS| 5] |Speed| [s] | Selection | activation |B0T Trigger Starting Voltage Recording Mark Points Voltage Output
Images 5  0.60582 3.02910 - None [~] No Trigger || 0 None | = | None | 7| None [~
Z-Series 1 1.21164 i=1 121164 Current v |None B No Trigger | v 0 None v | None v | None v|
PA 1 0.12506 0.12506 - Current v No Trigger |v 0 None | 7| None v | None v:
BOT 50 0.60582 30.2910 = None [+] ¥ NoTrigger [+] 0 None v | None [+] None v
XZNZ 1 0.00118 0.00118 Current |~ - No Trigger | v 0 None v None v
ROI - - - = Region1 [+]None v = - - - - -
Paramet — - - = 920_Res_2 v | None | v = - - - - -
» Seript - - — = None:SetSt| v | None v | = - - - - -
Wait — 30 - 30 - None v | = — — - - -
Mark — — — NA Current | v |None [+]F= — — None v - None v
VOut - — — |[488.997 Current | v |None v|i= - - None v | None v| -
VRec — - - 006" Current |+ |None v (B - - - None v | None v
XY - - - = XY-1{X=-2{ v | None Ad] - - - - -
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Boutons sur le coté droit :

>

>

Move up : permet de déplacer la ligne sélectionnée vers le bas dans la grille pour permettre
de réorganiser une expérience sans avoir a supprimer et recréer des lignes

Move down : permet de déplacer la ligne sélectionnée vers le haut dans la grille pour
permettre de réorganiser une expérience sans avoir a supprimer et recréer des lignes
Clear all : permet de supprimer toutes les lignes

Remove selected : permet de supprimer uniqguement la ligne sélectionnée

Export : permet d'enregistrer un fichier d'environnement du T-series afin de pouvoir le
réimporter ultérieurement

Import : permet d'ouvrir une boite de dialogue de chargement de fichier dans laquelle un
fichier d'environnement peut étre sélectionné, l'ouverture du fichier permet de charger
uniquement la partie du Tseries du fichier d'environnement

Power./Gain Z-Series T-Series XY Stage Parameter Sets Misc

T-Series Cycles 2

Sk | srepn| P | e Pston| esouce | ke efn WovoUp ][ Clewal ]

(v Move Down || Remove Selected |

O Add / @ Insert Cycle

| Image Sequence | | Region of Interest |

| Z-Series || Parameter Set |

| Line Scan || Mark Points |

| Photoactivation || Voltage Output |

| BOT | [Voltage Recording |

[ @nzimage |

| Script | Wait |
. . || Export.. || Import. ||
[ Start with input trigger [ Totallmages || 0 | [ Estimated Time Left || Os I lterations |
[ Run at all XYZ stage locations [ Total Duration || 0 |[_ teration Perod ][0.00 [ =]
[#] Save Path ||...|TSeries-10282020-0943 [ 4[=]|+|| StartT-Series |

Boutons en dessous de la grille du T-series :

>

>

Start with input trigger : permet de démarrer la série T avec un déclencheur externe au
lieu de démarrer immédiatement apres avoir appuyé sur le bouton Start

Run at all XYZ stage locations : permet d'exécuter I'ensemble des lignes du T-series a
toutes les positions enregistrées dans l'onglet « XY stage » au lieu de devoir ajouter des
Zseries et dans des Images Sequences a chaque ligne Stage Position.

Le bouton en forme de clé a molette ouvre la boite de dialogue des préférences de la
série T qui offre un certain nombre d'options supplémentaires pour modifier la fagon dont
une série T est exécutée.

Total images : affiche le nombre total d'images dans la série T actuelle.

Estimated Time Left : est congu pour inclure le temps que le systéme ne scanne pas.
Cette valeur s'actualisera au cours de l'expérience a mesure que le systéme obtiendra plus
d'informations sur la synchronisation inter-cycle et inter-image.

Iterations : nombre de répétitions du T-series tel qu'il est défini.

Iteraction period : temps en secondes entre deux itérations consécutives
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>

Total Duration : est le temps total de balayage de toutes les lignes définies dans le T-
series. C'est le temps qu’on regarde pour connaitre approximativement la durée totale de
I'expérience. Les expériences de Mark Points, Voltage Recording, and Voltage Output ne sont
pas compris dans le temps indiqué, bien qu'ils puissent influencer la durée de I'expérience.
Les temps de mouvement du moteur ne sont pas non plus inclus.

Power/Gain Z-Series T-Series XY Stage Parameter Sets Misc
T-Series Cycles 2
Cycle | Period | Max |Duration| Resource Photo- A
Type |FRePs| (o] |Speed| [g] Selection activation | B |~ Move Up I Clegdll |
|V Move Down | | Remove Selected |

O Add/ @ Insert Cycle

| Image Sequence | | Region of Interest |
[ Z-Series || Parameter Set |
[ Line Scan || Mark Points |
| Photoactivation || Voltage Qutput |

[ BOT | [Voltage Recording |

| X277 Image |

[ Script || Wit |
= o [ Export... | Impart... |
[ Start with input trigger [ TotalImages | 0 | (Estimated Time Left | 0s || ferations _]
[] Run at all XYZ stage locations Total Duration 0 lteration Period  |0.00 [ 1=+
[#] Save Path ||...[TSeries-10282020-0343 4[=|+|| Start T-Series |

Boutons sur le coté droit :

>

>

Image Sequence : Permet I'acquisition d'une simple image 2D incluant la ROI, le
moyennage et les parameétres actuels.

Z series : Permet I'acquisition d’'une pile d'images en z en sélectionnant le z défini dans
I'onglet Z-series ou un z enregistré.

Photoactivation ou PA : Applique un masque de photoactivation préalablement défini a
une seule image 2D. Il faut sélectionner le masque souhaité dans le menu déroulant de la
colonne Photoactivation.

Bot : Enregistre I'intensité dans le temps suivant les motifs et canaux définis.

Stage Position : Permet a la platine de se positionner a une position en la sélectionnant
dans la colonne Sélection des ressources. Elle(s) doit ou doivent étre préalablement
enregistrées dans I'onglet XY Stage. Doit étre suivi par une acquisition.

Region of Interest : S'appliquera a toutes les lignes suivantes. Sélectionnez la ROI
précédemment enregistrée dans la liste déroulante de sélection des ressources. Doit étre
suivi par une acquisition.

Parameter set : S'appliquera a toutes les lignes suivantes. Sélectionnez I'ensemble de
paramétres défini précédemment dans le menu déroulant de sélection des ressources. Doit
étre suivi par une acquisition.

Wait : Permet a I'utilisateur de spécifier un délai avant la prochaine ligne. Entrez le
nombre de secondes a attendre dans la colonne Période. S'il est en dernier, il ne se fera
pas.

Mark point : Insére une ligne qui exécute une expérience définie dans le dialogue Mark
Point. Choisissez celle d'intérét dans la liste déroulante de la colonne Sélection des
ressources.

Voltage Ouput : Insere une ligne qui exécute une expérience définie dans la boite de
dialogue Voltage Output. Choisissez celle actuellement définie ou une enregistrée dans la
liste déroulante de la colonne Sélection des ressources.
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> Voltage recording : Insere une ligne qui exécute une expérience définie dans la boite de
dialogue Voltage Output. Choisissez celle actuellement définie ou une enregistrée dans la
liste déroulante de la colonne Sélection des ressources.

> XZ/XY Stage : Effectue un balayage XZ/YZ. 1l faut sélectionner le balayage XZ/YZ actuel
ou celui enregistré dans la colonne Sélection des ressources.

Power/Gain Z-Series T-Series XY Stage Parameter Sets Misc
T-Series Cycles
O | e P | Mo Dt e | Pl i vep_)[_Geort ]
[V Move Down | [ Remove Selected |
O Add / @ Insert Cycle

[ Image Sequence | [F{egionof Interest |

[ Z-Series | [ Parameter Set |

[ LineScan || MarkPoints |

[ Photoactivation | [ Voltage Output |

[ BOT | [Veltage Recording |

XZIYZ Image

[ st || Wait |

= o [ Export... H Import... |
[ Start with input trigger [ TotalImages | 0 | [Estimated Tme Left | 0= i lterations |
O] Runat all XYZstage locations [ TotalDumtion | 0 | RemfionPerod Jooo | 1=I#
# Save Path |...|TSeries-10282020-0943 [ 4[=J#|| StartT-Series
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Pour ajouter une compensation laser a un z stack, il faut aller dans l'onglet Zseries, puis le sous
onglet Laser Compensation.

Power/Gain Z-Series XY Stage Parameter Sets
Z-Series Definition
z Tunable Un;:gf[i)ng Fa | Cument Laser/PMT Compensation Saved |

1 100.0 50 50 None
2 1005 50 50 (Caser power and PMT gain will remain constant for every image |
3 101.0 51 50 *! Relative (Exponential Gradient)

Laser power and PMT gain will be interpolated based on the
& 3 gl gl values recorded with the start and stop positions
3 = = Bl [ Laser Selection | [ Exponential Gradient Value
6 1025 53 5 +) Default
7 103.0 53 52 v Applies to all lasers Custom
8 1035 54 52 )

Relative (Manual)
s 104.0 54 52 Laser power and PMT gain values for each slice will be those
10 1045 55 53 manually entered in the Z-Series grid
1 105.0 56 A3 Absolute
12 1065 56 53 Laser power and PMT gain will be interpolated based on an
1 106.0 57 5 absolute table of values recorded at different focus locations

: v
£ >
MEzvz Path || [7Canas NATNINI10GNT T =lial | Start 7_Carice

» Compensation relative : gradient exponentiel

La compensation relative du laser utilise un gradient exponentiel pour augmenter ou diminuer la
puissance du laser en fonction du z stack.

Le gradient de compensation peut étre appliqué a I'ensemble des lasers (accordable et fixe), ou par
laser. Pour que la compensation relative soit appliquée a tous les lasers, il faut cocher « Applies to
all lasers », sinon la décocher et sélectionner le(s) laser(s) d'intérét(s). Par contre, il est important
de noter que les gains des PMTs seront incrémentés de maniere linéaire.

fu Custom Laser Gradient for Tunable

Cument Laser/PMT Compensation Saved

None
[Laser power and PMT gain will remain constart for every image |

* Relative (Bxponential Gradient) I

E Ll
B Tunabie
Il o--

Laser power and PMT gain wil be interpolated based on the
wvalues recorded with the start and stop positions

Laser Selection Exponential Gradient Value
Defautt
vl Applies to all lasers ) Custom [1.00_J|E4]
—
Relative (Manual)

Laser power and PMT gain values for each slice will be those
manually entered in the Z-Series grid

Lasar Power

Absolute

g
25
Laser power and PMT gain will be interpolated based on an } Z Position

absolute table of values recorded at different focus locations

Adist Gradient Show All Lasers
< " >

[ Cancel |[ Accept |
—

Il est également possible de modifier la valeur du gradient personnalisé pour gérer la vitesse a
laquelle la puissance augmente a mesure que la profondeur de I'échantillon augmente. Pour afficher
le graphique de la puissance du laser en fonction de la profondeur tout en configurant la valeur du
gradient, cliquez sur le bouton graphique a coté de la zone de texte « Custom ». Mais en utilisant
une valeur de gradient personnalisée a 0, la puissance variera de maniére linéaire. Une valeur de
gradient positive augmentera tardivement la puissance par rapport a la profondeur. A 'inverse, une
valeur négative augmentera rapidement la puissance par rapport a la profondeur.
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Ces méthodes d'interpolation utilisent les puissances laser et les gains des PMT enregistrés avec les
positions de départ et de fin (qui peuvent étre modifiées en tapant de nouvelles valeurs la premiére
ou derniére ligne du tableau).

» Compensation relative : manuelle

La compensation manuelle conserve les puissances/gains déja présents dans la table, mais permet
de modifier a la main chaque cellule individuellement sans interpoler entre ces valeurs.

Le fait de passer d'un mode de compensation a l'autre efface toutes les modifications apportées en
mode manuel.

Power/Gain Z-Series T-Series 2P Laser XY Stage Parameter Sets Misc
Z-Series Defintion
‘ 7 | = U”f;a‘)”g Fa Curent Laser/PMT Compensation Saved
— —
1 100.0 50 50 ) None
2 =7 51 [Laser power and PMT gain will remain constart for every image |
3 8 51 () Relative (Expanential Gradient)
4 120 52 Laser power and PMT gain will be interpolated based on the
values recorded with the start and stop postions
5] 57 53 — =
6 5 Tunat .
7 60 54 O 4 all lasers
62 55
E +) Relative (Manual)
g b 100 55 aser power and M gain values for each slice will be those
10 [ 56 manually ertered in the Z-Series grid
1 &7 57 ) Absolute
12 68 57 Laser power and PMT gain will be interpolated based on an
e 0 52 absolute table of values recorded at different focus locations
v
< - >
Save Path | ...|ZSeries-04202021-0903 [ A[=J#] [ Start Z-Series |

» Compensation absolue

La compensation absolue interpole, ou extrapole, les puissances laser et les gains PMT de maniére
linéaire sur la base d’un tableau de valeurs.

Power/Gain Z-Series T-Series 2P Laser XY Stage Parameter Sets Misc

Z-Series Definition

| 7 ‘ Tunable U“]‘:Sféng | Fa Cument Laser/PMT Compensation Saved

108 77 ) None
_—. (Leser power and PMT gain will remain constart for every image |
e N || © Relative (Boonertial Gradient)
_—. Laser power and PMT gain will be interpolated based on the
__. values recorded with the start and stop positions
L T 0 |
__. Laser power and PMT gain values for each slice wil be those ]

_—. manually entered in the Z-Series grid
O EREE  Je asoute
_—. Laser power and PMT gain will be interpolated based on an
| K absolute table of values recorded at different focus locations
> Edit Values
Powers/Gains will vany when run at different focus positions
[Save Path |...|ZSeries-04202021-0303 [ 1[=I[#] | Startz-Series

Le tableau de compensation absolue est accessible en cliquant sur le bouton « Edit Values ». Ii
permet de controler n'importe quel(s) laser(s) et/ou PMTs en cochant ceux d'intérét. Ceux qui ne
sont pas sélectionnés conserveront leurs valeurs actuelles et ne varieront pas au cours de
I'acquisition.
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Pour nettoyer le tableau dans sa totalité, il faut cliquer sur « Clear All ».

Pour ajouter des lignes au tableau, c’est aussi simple que de créer un z stack. II suffit pour cela de
venir a la position haute du z stack, ajuster les parametres de puissances laser et/ou gain des PMTs.
Ensuite, il faut cliquer sur « Add ». Et une ligne est ajoutée dans le tableau incluant les différentes
données préalablement sélectionnées y compris la position en z. Il est possible d’ajouter autant de
lignes que nécessaire, il n'y a pas de limite.

Pour modifier une ligne, il ne faut pas faire « Update Position » car cela induit une erreur au niveau
des positions enregistrées. A la place, il vaut mieux sélectionner la ligne, cliquer sur
« Remove Selection ». Ajuster la position en z et/ou les parameétres avant de cliquer sur « Add ».
Dans ce cas, l'ancienne ligne a été supprimé et une nouvelle a été ajoutée avec les nouvelles valeurs.

Enfin, pour valider I'ensemble des positions avec les réglages, il faut penser a cliquer sur « Apply ».

n

Lasers PMTs.

Tunable PMT 1 Far Red
Uncaging 1040 PMT 2Red

PMT 3 Green
PMT & Blue

( Select All Il Select None. ] Select All Il Select None

Focus Tunable Uncaging PMT 1 Far PMT 2 Red PMT3Green PMT 4 Biue
Position Power 1040 Power  Red Gain Gain Gain Gain
-18.92 438 60.06 620 600 580 600

122.35 11865 20.08 €70 650 630 590

N R R R

l Add “ Jipply |\ Update Position |l Remove Selection Wil Clearll |

T
/ - Tunable

- Uncaging 10:
4001 400

Focus Position
——

T T
50 100 150 600 650 700
Laser Power PMT Gain
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La fenétre "Atlas Overview" présente une cartographie de la position actuelle par rapport aux
positions précédentes. En outre, elle indique I'emplacement des positions précédemment
enregistrées pour faire référence au positionnement relatif du champ de vision actuel.

>

En cliquant n'importe ou dans cette fenétre Atlas Overview, on déplace la platine de telle
sorte que le champ de visualisation se retrouve centré au niveau du curseur de la souris. Si
la taille de I'apercu n'est pas suffisante, le champ de vision est automatiquement

Zoom Out [ 1[=][+]
% Overlap

redimensionné pour inclure la nouvelle position. La taille de la fenétre d'apercu peut
également étre définie a l'aide du Zoom Out située dans le coin supérieur gauche de la
fenétre. Il permet de régler sa taille manuellement de maniere a ce qu'elle corresponde au
double du nombre de champs de vision correspondants. Si le chiffre 2 est noté : alors il y
aura 2 champs de vision de part et d'autres du champ central.

Set as Center : prendra la position en cours de la platine et la placera au centre de la
fenétre Atlas Overview. Peut étre utile pour faire une Scan Overview par la suite.

| Set as Center |

Add Location : permet d’enregistrer la position actuelle pour une future acquisition. Lorsque
vous appuyez sur ce bouton, I'image actuelle est placée de fagon permanente dans la fenétre
d'apercu et est entourée d'un rectangle et d'un numéro. On la retrouve également dans
l'onglet « XY Stage ». Utilisez ce bouton pour soit acquérir des positions d'intéréts soit définir
le contour de I"échantillon ou la zone d'intérét.

| Add Location |

Generate Montage : permet de calculer et d'afficher une grille avec l'ensemble des
positions nécessaires pour couvrir la zone définie par les positions enregistrées. Avant
d'appuyer sur ce bouton, le % d‘overlay doit étre de 15%. Lors du calcul de la grille, une
interpolation linéaire du Z est prise en compte lorsque que ce dernier est ajusté entre
plusieurs positions (en 2D et 3D). Deux types de montage peuvent étre générer a l'aide du
menu déroulant :

o Raster : les positions sont définies de gauche a droite dans chaque ligne.

o Snake : les positions alternent entre de directions comme un serpent

V
o
| |

Recalculate Z Ranges : est utilisé pour recalculer la série Z a n'importe quelle position
délimitée par un carré rouge. Cette fonction est généralement utilisée aprés qu'un montage
ait été généré et qu’une modification du z ou des positions ait eu lieu.
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> Remove Locations : permet de supprimer un champ du montage. Lorsque vous appuyez
sur ce bouton, il apparait en vert pour indiquer que le mode suppression est actif. A ce stade,
tout champ sur lequel on clique sera supprimé. Ce changement sera représenté par
I'effacement du rectangle rouge autour de la position. Cette fonctionnalité peut étre utilisée
pour supprimer les champs qui ne contiennent pas d'informations utiles. Cliquez a nouveau
sur le bouton pour quitter le mode de suppression.

> Scan Overview : permet d’acquérir I'ensemble de la fenétre Atlas Overview en utilisant un

| Remowve Locations | Remove Locations
motif serpent. Cela permet d'obtenir un apercu rapide de la zone. A c6té du bouton se trouve
un petit menu déroulant qui permet de choisir d'enregistrer ou non cette overview. Si I'option

| Scan Overview |§|

de sauvegarde est cochée, un nouveau dossier sera créé avec le texte "Overview" dans le
nom ou les images seront sauvegardées.

> Preview Locations : sera activée lorsqu'au moins une position sera définie. En cliquant sur
ce bouton, les moteurs X et Y se dirigeront vers toutes les positions définis, sans modifier la
position Z, et prendront une image. Cette image sera ajoutée de facon permanente a la
fenétre Atlas Overview. Cette méthode est destinée a obtenir une « simple tranche » avant
acquisition. La encore, un bouton plus petit se trouve a coté et contient un menu déroulant
permettant de choisir de sauvegarder ou non les données acquises. Si I'option de sauvegarde
est cochée, un nouveau dossier sera créé avec le texte "Preview" dans le nom.

w
¥|

> Take Snapshot prend une image dans Atlas Overview des données actuelles et ouvre une
fenétre pour les enregistrer au format tiff. Cette fonction est utile pour avoir une référence.

| Take Snapshot |

> Clear All supprimera tout ce qui est dans I’Atlas Overview. Ce bouton ne doit étre utilisé que
pour "recommencer" lors de I'utilisation d'Atlas Imaging.

| Clear Al |

> Cocher le bouton "Click to Move" empéche la platine de bouger par un clic.

Digable Click to Mave

> Acquire Volume est utilisé pour effectuer une acquisition du volume défini. La platine se
déplace de position en position en effectuant le Z-series associé a chaque position. Si aucun
Z-serie n'a été déterminé, une seule image sera prise a chaque position. Les données
résultantes seront enregistrées dans le chemin de sauvegarde actuel sous le répertoire Atlas
Volume.

| Acquire Volume |
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Zoom Qut +/

% Overiap

| Set as Center ‘

| Add Location

==

| Remove Locations ‘

| Scan Overview |§_,

=€)

| Take Snapshot ‘
| Clear All

Disable Click to Mave

| Acquire Volume ‘

+|

tlasVolume-12102020-

i

Atlas Image

SetZ Top H SetZ Bottom | Z Step Size (um):__1.0

Laser / PMT Compensation
+! None
Laser power and PMT gain wil remain constant for every image

Relative (Exponential Gradienth
Laser power and PMT gain will be interpolated based on the
values recorded with the start and stop positions

-46.74um

Relative (Manual)
Laser power and PMT gain values for each slice will be those
manually entered in the Z-Series grid

Absolute
Taser power and PNIT gain wil be interpolated based on an
absolute table of values recorded at different focus locations

1.3um
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€. Alignement des lasers

Il faut que la procédure d'allumage du systeme ait été préalablement réalisée avant de faire

I'alignement. Pensez également a mettre les lunettes de protection.

> Retirer délicatement I'objectif et son module piezo en desserrant la vis.

intenance

Vil Soter Overaes

[ Imaging | |Automatlc ‘ Centerad ‘ Custom | [ Imaging | | Close |Momaﬂc| COpen |
Fquist Sampling... Fo »
bl Show custom posttion overay [ Uncaging | | Close |Momaﬂc| Open |
Fluorescence Unmixing..
Scripts >
——— 1 Actions.. Step Size {nm)
| 128x128 |
1 Calibration/Alignment »
L 26x2% || opn settings..
5| image Size: 512x 5 Maintenance... Ctrl+M [ Uncaging | | Automatic ‘ Centered | Custom |
: = [.JSinde [ Show custom position over;
GO IER Y ’-@ ( U ) U | (= S i = [ FMT Shutter | | Close |A|.rtornaﬁc|
Pixel Size: 0.312 x 0.312 um .~ . .
Show crosshair overlay at certer
Step Size fnm) {This will supress all other overays)
| Cloge |
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1. Laser accordable : galvo

» Choisir le mode « Galvo » dans Prairie, en haut a droite

Acquisition Mode
Scanning

| Live Scan | [/ | Single Scan | O[]

Running Average Average Every
CI[8  ~|Frames [1__ &|Frames

> Ajuster la longueur d’onde a 720nm
> Ouvrir le shutter de la cavité laser dans l'onglet 2P Laser en cliquant sur « Open »
> Mettre la puissance du laser accordable a 20 dans I'onglet Power/Gain

j 2P Laser XY Stage Param Power/Gain 7-Series T-Series

Lasers | s}

Power Modedocked Tunable ___1
Prev|——————— [ 0 |=|*+

[ [Shutter | Closed IR Shutter] Closed ———r

Wavelength Adjust Jnm] | (Prev|]—[ 0 |[=I#

05 [770 | 1300 |

7200 | 7700m ] [e20om |

| B80nm || 240nm || 850nm |

> En bas a droite du microscope, se trouve deux mini tourelles. Dévissez uniquement celle de
gauche.

> Dans la fenétre maintenance,
o Dans l'onglet Galvo Position : cliquer sur « Centered » au niveau de Imaging
o Dans l'onglet Manual Shutter Overrides : cliquer sur « Open » au niveau de Imaging

fu Maintenance

[ Imaging ‘ |A|.rlomatic Centeredl Custom | [ Imaging | ‘ Cloge
[l Show custom posttion overay UUncaging ‘ Close

Step Size (nm)

Automatic| Open |

[ Uncaging HMnmaﬁcharﬂerEd Custom |
[l Show custom posttion overfay

[ PMT Shutter H Close |A|.rlumahc|

Show crosshair overay at center
Step Size {nm) (This will supress all other overays)

| Close |
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> Regarder ou le point lumineux apparait sur la mire. Si besoin, augmentez la puissance du

laser progressivement.

> Pour ajuster la position du laser et la remettre au centre, faites pivoter doucement I'une des
deux vis. La position bouge en diagonale dans I'un ou l'autre centre. ATTENTION NE JAMAIS
TOUCHER A LA VIS CENTRALE.

Yes No

> Une fois correctement centrée :
o Dans la fenétre maintenance, onglet Manual Shutter Overrides: cliquer sur
« Automatic » au niveau de Imaging
Mettre la puissance du laser a 0
Fermer le shutter du laser dans I'onglet 2P Laser
Refermer la trappe de la mini tourelle
Retirer la mire d'alignement
Remettre I'objectif en place

O O O O O
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2. Laser accordable : résonnant

» Choisir le mode résonant dans Prairie, en haut a droite

Acquisition Mode
Scanning
| Live Scan | | Single Scan | [

Running Average Average Every
C0[8  ~|Frames [1_ | Frames

> Ajuster la longueur d'onde a 720nm
> Ouvrir le shutter de la cavité laser dans l'onglet 2P Laser en cliquant sur « Open »
> Mettre la puissance du laser accordable a 20 dans I'onglet Power/Gain

j 2P Laser XY Stage Param Power/Gain
| 2P Laser Control A3

Power Modedocked

| [shutter | Closed [JIR Shuter]| Closed | ——
Wavelength Adjust [nm] | [Prev|c—[ 0 _|=|+

05 [70__ | [300 |

[ 7200m | 7700m ] [ 8200m |

| 880nm || 8400m || 9500m |

> En bas a droite du microscope, se trouve deux mini tourelles. Dévissez uniquement celle de
droite.

> Dans la fenétre maintenance,
o Dans l'onglet Galvo Position : cliquer sur « Centered » au niveau de Imaging
o Dans l'onglet Manual Shutter Overrides : cliquer sur « Open » au niveau de Imaging

v Maintenance

Galvo Postion d
[ Imaging | | Automaticl Centered | Custom | [ Imaging ‘ | Close |ﬂl icl Open
[l Show custom position overay

[ Uncaging H Cloze |A|.rlomatic Cpen |

Step Size (nm)

[ Uncaging ||Muma1ic|l:eniered Custom |
[l Show custom position overday

[ PMT Shutter H Close |Au10maiic|

Show crosshair overay at center

Step Size (nm) (This will suprese all other overays)
| Close |
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> Regarder ou le point lumineux apparait sur la mire. Si besoin, augmentez la puissance du

laser progressivement.

> Pour ajuster la position du laser et la remettre au centre, faites pivoter doucement I'une des
deux vis. La position bouge en diagonale dans I'un ou l'autre centre. ATTENTION NE JAMAIS
TOUCHER A LA VIS CENTRALE.

Yes

Yes No

> Une fois correctement centrée :
o Dans la fenétre maintenance, onglet Manual Shutter Overrides: cliquer sur
« Automatic » au niveau de Imaging
Mettre la puissance du laser a 0
Fermer le shutter du laser dans I'onglet 2P Laser
Refermer la trappe de la mini tourelle
Retirer la mire d'alignement
Remettre I'objectif en place

O O O O O
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3. Laser fixe 1040 : photoactivation

» Choisir le mode « Galvo » dans Prairie, en haut a droite

Acquisition Mode  [EEIs] b

| LiveScan | | Single Scan | [
[ Bunning fverage | [ Avermge Every |

[1/8 ~|Frames [1 [~||Frames

> Dans l'onglet Power/Gain, cliquer sur le bouton au niveau de Secondary Laser Beam pour
mettre le trajet optique du 1040 comme photoactivation et non pas en dual imaging.

[SE!COI"IdEII')’ Laser Beam || Imaging |

> Au-dessus du microscope, dévissez la petite trappe qui se trouve au plus prés de soi avec un
petit cruciforme. Mettre la dichroique 1040 (miroir aimanté) pour que la 1040 puisse passer
en mode photoactivation. Tout dépend de la configuration dans laquelle est le microscope.

> Ouvrir le shutter de la cavité laser du 1040 dans l'onglet 2P Laser en cliquant sur « Open »
> Mettre la puissance du laser fixe 1040 a 20 dans l'onglet Power/Gain

j 2P Laser XY Stage Param Pawer/Gain Z-Series T-Series
[ PlaserContl  []) Laces ]
————— Tunable
Power Modeocked [Prevj———[ 0 |[=]+
[Shutter | Closed JIR Shutter | Closed Uncaging 1040 —
[ Wavelength Adjust [nm] Previ——————— | 0 |[=|+#
s | [ | [i300 |
| 7200m || 7700m || 8200m |
| 280nm || 2400m || S500m |

» En haut du microscope, devissez la trappe centrale
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> Dans la fenétre maintenance,
Dans l'onglet Galvo Position : cliquer sur « Centered » au niveau de Uncaging

(@]
Dans l'onglet Manual Shutter Overrides : cliquer sur « Open » au niveau de Uncaging

O

{y Maintenance

Vol S Overies
[ Imaging Hﬂl.rlomatic:lCenteredl Custom | [ Imaging H Close |.W.rtcmahc Open
bl Show custom posttion averiay [ Uncaging | [ Close |A|.rtcmahc Open

Step Size (nm)

Uncaging |H|.rlomat|c:ICenteredI Custom |
[¥] Show custom pesition overay [ BT Shufier H Cose |Autcmat\c:|

Show crosshair overlay at center
{This will supress all other overays)

Step Size (nm)

| Close

> Regarder ou le point lumineux apparait sur la mire. Si besoin, augmentez la puissance du

laser progressivement.
» Pour ajuster la position du laser et la remettre au centre, faites pivoter doucement I'une des
deux vis. La position bouge en diagonale dans I'un ou l'autre centre. ATTENTION NE JAMAIS

TOUCHER A LA VIS CENTRALE.

Yes

Yes No
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> Une fois correctement centrée :
o Dans la fenétre maintenance, onglet Manual Shutter Overrides: cliquer sur
« Automatic » au niveau de Uncaging
Mettre la puissance du laser a 0
Fermer le shutter du laser dans I'onglet 2P Laser
Refermer la trappe de la mini tourelle
Retirer la mire d’alignement
Remettre I'objectif en place

O O O O O
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Calibration 1040 pour photoactivation

Avant de lancer une expérience de photoactivation, il faut calibrer le laser 1040 pour étre certain
que la ou le laser tapera sera la ou I'on veut photoactiver.

Tout d'abord, il faut mettre le systeme en configuration de photoactivation. Pour cela, il faut mettre
le dichroique nommé « 1040 » dans la téte et retirer celui servant au dual imaging.

Comme échantillon : utiliser une lame chroma rouge. Faire la mise au point au oculaires en cherchant
le plan en z le plus intense. Il faudra diminuer l'intensité de la lampe presque au minimum pour
saturer le moins possible et voir le « dit » focus.

Ensuite, dans Prairie, il faut se mettre @ 800nm avec le laser accordable pour voir un signal car la
1040 ne servira qu‘a photoactiver et non plus a imager. Une puissance entre 20 et 30 pour
I'accordable est suffisant. Il faut ensuite ajuster le focus en live en cherchant la position ou l'intensité
est la plus intense.

Puis, il faut aller dans 7ool/s, puis Calibration/Alignment et enfin Uncaging Galvo Calibration.

i Prairie View 5.5

File Preferences | Tools | Display  Electrophysiclogy ~ Applications Templates  Help
| o ‘ I;.r;rl ;; Nyquist Sampling... Fo §|| @ H —
—_— Fluorescence Unmixing... TR
Acquisiion Made
Scripts » 3
‘ .
adtion., I ol e L
Calibration/Alignment 4 Uncaging Galve Calibration...
\ Scan Settings... Objective Lens/FOV Calibration...
5| Image Size: 512.x 51 Maintenance... Ctrl+M 2P Laser Power Calibration...
FOV: 790.1% 799.1 pm i Manually Tune Piezo...
Pixel Size: 1.561 % 1.561 pm | ‘ | ‘ 1 Center Galvos
M M) e
|| (Cbjective Lens | 20c Ohympus v
= X=016 \ ¥=000 Frame Period: 830,362 ms
(el rS= Z=5342,53,100.00 Frame Rate: 1.204 fps

La fenétre ci-apres apparait. Il faut sélectionner « Burn Spot ».

fi Uncaging Galvo Calibration

- Select Type of Calibration Select Type of Calbration
- Select Calibration File Make a selection and press the ‘Next’ button below to continue
~UseGC Calibration?
Use Current Calibration
Bum spots into a uniform sample at a set of galvo positions and create/update a
calibration by marking the comesponding bum locations on an image window
) Spot Detecior

Image spot dtectar channel at a sat of galvo postions and create/update a
calioration by marking the cerrespanding laser spot locations on an image windaw

2

) Fluorescence

Image smission of  unform sample at a set of galvo postions and create/update a
calibration by marking the Gomespanding spot locations on an image window

) Quick Ofisct
Bum cne spet into a unfom sample, nearthe center of the field of view, and update
an existing calibration by marking the actual bum logation on an image window

Next
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Puis sélectionner « Existing » et le plus récent fichier a mettre a jour. Cliquer sur « Next ».

i Uncaging Galve Calibration

- Select Type of Calibration Select Calibration File

- Select Calibration File Make a selection and press the "Next” button below to continue.
[ e ) Current Selected Calioration Detais
- Calibrate Center Update the curert calibrationfie.  Mode  Zoom  Laser Date
= [ Exising | EXl - | uncagn... [05/07721
¢ ’ Todate an exsting calibration fil.

- Calibrate Grid 1016 2020

20210507

202105070is

buma0

Select different folder.

) New

Create a new calibration file. (One file applies to muipls acquistion modes, zoom
levels and Iser selections; uss this option sparingy for best resuts )

[ Previs | e )

Cliquer ensuite sur Yes avant de faire Next. Sauf si la précédente calibration a présenté des
problémes. En sélectionnant « No », cela permet de repartir de zéro.

{i Uncaging Galvo Calibration

- Select Type of Calibration
- Select Calibration File

Use Current Calibration?
Decide whether or not to take advantage of the curently loaded calibration to help

with this calibration. lgnoring the cumrent calibration can be useful when
troubleshooting faled caibration attempts

Make a selection and press the "Next' button below to continue .

Use the cument uncaging calibration to attempt to place uncaging spats closerta
thiertargets. This is the defautt option and will usually result in saving some time:
additionally it makes it possible to calibrate at higher zooms when the laser alignment
isnt perfect.

O No
This uncaging calibration wil be performed without using any ther calibration data
This option is helpful when the curent calbration is innacurate. or was incomectly

calbrated previously. which would cause subssquent calibrations to fail. Choase
this option if there were problems with a previous calbration attempt.

| Previous | Next

Pour calibrer, il faut penser a mettre une valeur de puissance laser en bas a gauche de la fenétre
ainsi qu’un temps en ms. En cliquant sur Update (en Live ou pas), cela permet d'observer le burn
point et d'augmenter ou réduire les paramétres de puissance et durée. Si le point n'est pas visible
au niveau de la croix, alors il faut augmenter la puissance pour commencer et ensuite la durée. Si
des bulles sont créées, il faut essayer de diminuer I'une/l'autre pour réduire I'impact.

Une fois le burn point calibré en terme de puissance et durée, il faut ajuster sa position par rapport

a la croix. En effet, le burn point doit étre au niveau de la croix. Pour modifier la position de la croix,
il suffit de déplacer la croix la ou le burn point se trouve.
Une fois terminée, cliquer sur Next.

A

- Select Type of Calibration
- Select Calibration File

Calibrate Certer

Place a uriform sample underthe abiective, a marker slids for example, and ve scan

- Use Current Calibration” to move a particulary uniform portion of the sample inthe certer of the feld of view
_ Calibrate Center Adjust calibration laser settings in the lower left comer of this window: take & guess at
Ir— how much power & wil take to leave 2 visble mark.

Press the 'Update’ button below to bum a spet in the center of the field
of view_

Cant sse the spot?

~Try increasing the calibration laser power and/or durafion, in the lower left comer
of this windaw

~Tiy moving to = different area of the sample.

- Fthe calibration laser can also be used forimaging, make sure i is sat up for
uncaging.

- Make sure thers is nothing blocking the uncaging beam path, including any fiters
or dichroics that may anly block certain wavelengths

- Ensure the uncaging light path is propery aligned

Calibration Laser ) .
Uncaging 1040 <l Move the crosshair in the image window over the bumt spot and press
the ‘Next’ button below to continue .
25000 =+ 700 |-+l Update | Previeus | HNext
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fu Uncaging Galvo Calibration

- Select Type of Calibration
- Select Calibration File
- Use Current Calibration?

Calibrate X

Press the 'Update’ button below to bum a spot to the left orright of the
center of the field of view_

Cant see the spot?
- Try moving the spot closer to the centr (this could take = few trigs).

- Calibrate Center
- Calibrate X

oY ~Try moving to a diferert area of the sample
Calibrate Grid - Too close to the center? Move the spot closer to the edoe.
Move the Grosshair in the image window over the bumt spot and press
the "Next" button below to continue
Calbaion Laser

Uncaging 1040

mw
25000 | =)+ 700 |-+ |

Update || Previoss | Next

- Select Type of Calibration
- Select Calibration File

- Use Current Calibration?
- Calibrate Center

- Calibrate X - Iy moving the spot closer to the center (this could tske = few tries).
- Calibrate Y - Try maving to a different area of the sample.

Calibrate Y

Press the "Update’ button below to bum a spot above or below the
center of the ficld of view.

Cant ses the spot?

- Calibrate Grid - Too close to the center? Move the spot closer o the edge
Move the crosshair in the image window over the bumnt spet and press
the "Next' button below to continue

Calibration Laser
Uncaging 1040

# [ Update ||

Uncaging Galve Calibration

- SelectType of Clioraion
- Select Calibration File Press the "Update’ button to begin calibrating a

- Use Current Calibration? e

- Calibrate Center

Previous | Next

The crosshairs in the image window are numbered Ieft to right, top to bottom, to help
keep them in order.

- Calibrate X
_Calibraie Y Cant see all the spots?
. - Try movingto a different area of the sample. Note that i is possible to mark all
EIEE] the visible spots and then move the sample to mark the rest
- Try moxing the spots closer to the center
- Too close to the center? Move the spots claser to the edge.
Move the crosshairs in the image window over their comresponding bum
spots and press the "Finish’ button below to save the calibration.
Callbration Laser
Uncaging 1040

m
Clzmmesl

Update

[z

Finish |

Poston 411,502 teraty O, O, O, 0382 Binsx +
Mouse-over image to dsplay pexed information

Fostin 411, 502 riersty O, OF, O, 0302 Biresr +
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