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' Fonctionnement du statif - How the stand works gfg.

Mono lame - Single Slide Multi lames - 4 slides holder Plaque a puits - Well plate

> Porte d'accés aux échantillons (uniquement si besoin) - Sample access door (only if
necessary)

> Joystick de déplacement - Movement joystick

Z
Vitesse de .
déplacement XY 'Vltesse de
- XY movement déplacement Z
speed - Z mouvement

speed
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Allumage du systéme - System start-up §§g§-

Plusieurs objectifs sont présents sur le SP8 - Various objectives are available on the SPS :
» 16xONO0.05WD 34mm DRY

» 10xON 0.32 WD 1llmm DRY

» 20xON 0.75 WD 0.6mm DRY

> 63x0ON12 WD 0.2mm WATER (auto-immersion)

2

3 Surlebureau: allumer le logiciel LAS X aprés quelques minutes.
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4 Appuyer sur le bouton OPEN pour ouvrir la porte du systéme - Press the OPEN button
to open the system door

L

5 Soulever délicatement la porte (comme un coffre de voiture!) - Gently lift the door (like a
car boot!)

6 Positionnez votre échantillon sur le porte échantillon de votre choix (retournez la lame
pour que la lamelle soit vers le bas!) - Place your sample on the sample holder of your
choice (turn the slide over so that the coverslip is facing downwards).

Piece aimantée -
Magnetic part

Piece aimantée -
Magnetic part
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Positionnez le porte échantillon sur la platine - Put the sample holder on the stage

Fermer le coffre du systéme délicatement (pas comme un coffre de voiture ) - Close the
system box gently (not like a car boot!)
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%gg Présentation du logiciel - Software presentation §g=

Le logiciel se divise en 4 étapes - The software is divided into 4 steps: :

1 Définition de l'échantillon - Sample definition

2 Réglage des parametres d'acquisition - Acquisition settings
3 Affichage des résultats - Results visualisation

4 Traitements d'image - /mages post processing
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- Set your acquisition project

Cette premiere étape consiste a gérez vos projets et les échantillons associés pour structurer
et de restaurer facilement les données et les parameétres d'acquisition. - This first step
involves managing your projects and associated samples to structure and easily restore data
and acquisition parameters.

Un projet = 1 dossier d’acquisition = un ou plusieurs échantillons
Un échantillon = 1 configuration / panel de fluorochromes / 1 manip
One project = 1 acquisition file = one or more samples
One sample = 1 configuration / panel of fluorochromes / I manipulation

1 Définition du projet - Project definition :
a Nouveau projet : saisissez un nom - New project: enter a name

b Projet existant : soit par le menu déroulant, soit en tapant les premieres lettres -
Existing project: either by using the drop-down menu or by typing the first few
letters of the project.

2 Définition de(s) échantillon(s) - Sample definition :

a Nouvel échantillon : “create new’” s'affiche et les parametres d'acquisition sont a
definir. Si c’'est dans un projet existant, un nouveau dossier “projet xxx - sample” sera
créé - New sample: ‘create new’ is displayed and the acquisition parameters are
defined. If it is in an existing project, a new folder "project xxx - sample” will be created.

b Echantillon existant : “existing” s’affiche et les parameétres sont rechargés. Les nouvelles
images seront ajoutés au projet. - Existing sample: ‘existing” is displayed and the
parameters are reloaded. The new images will be added to the project.
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Vous pouvez créer autant d'échantillons que vous le souhaitez au sein dun méme projet.
- You can create as many samples as you like within a single project.

Le nom final du dossier sera
AAAA_MM_J]_hh_mm_ss--Projet XXX NomEchantillon
The final name of the file will be
YYYY_MM_DD_hh_mm_ss--Project XXX SampleName

Sample Definition

¥ Create new or load existing sample

]. Proj
2 Sample name

Recent Projects and Samples

Projet XXX | Lame fluorescente
Metrologie | Homo verte
training2 | test

Projet XXX | Lame histologie
Magali HE | HE

test | tu2

test | ttt

Metrologie | PSF verte 63x W

Recent Projects and Samples : liste des 10 derniers projets ou echantillons utilisés -
Recent Projects and Samples: list of the last 10 projects or samples used.

Détails de 'échantillon - Sample details

a Project name : rappel du nom du projet défini - Project name: reminder of the name
of the defined project

b Sample name : rappel du nom de l'échantillon défini - Sample name: reminds you of
the name of the defined sample

¢ Project location : lieu de sauvegarde du projet - Project location. where the project is
stored

Renommer

¥ Sample details ) )
Supprimer de la liste

Project name Projet XXX

Sample name Lame histologie

Project location E:\Users\PLAT_Imagerie\Manuel Chercher
emplacement PC
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5 Carrier type : Sélectionner le type de support d'échantillon - Carrier type : Select the type
of sample carrier

T Carrier type

Petri dish Well plate  Multi chamber

unknown carrier type (1)

a Lame +lamelle: support 1 lame ou 4 lames (dans ce cas, cocher “4-Slides holder”) -
Slide + coverslip: I-slide or 4-slide holder (in this case, tick "4-Slides holder")

b  Plaque multipuits : choisir le nombre de puits avant d’'ajuster la taille et la séparation
des puits - Multi-well plate: choose the number of wells before adjusting the size and
separation of the wells

¢ Lame avec insert multipuits - Slide with multi-well insert

a. Une lame - Single slide a. 4 lames - 4 slides

b. Plague multipuits - Multiwell plate c. Lame avec insert - Multiwell slide

6 Charateristics : le type d'échantillon - Sample type

a Epaisseur de l'échantillon : adherent (=cellules), detached (cells or tissus fins),

dynamics (tissus épais) - Sample thickness: adherent (=cells), detached (thin tissue),
dynamics (thick tissue)
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b Fixé ou vivant - Fixed or Alive

* Characteristics

—— P

Adherent Detached Dynamic Fixed  Living

7 Marquages - Staining
a Sicoloration histologique : laissez vide - /f histological staining: leave blank

b  Sifluorescence : ajouter jusqu’'a 4 marqueurs - I fluorescence: add up to 4 markers

Staining

Dye Stained Structure

r Pour nommer le canal
b = O
A Acridine Orange
() ALEXA 350
() ALEXA 405
ALEXA 430
() ALEXA 488
ALEXA 514
) 3

8 Sample finder : prévisualisation - preview

a Lame entiere: en cliguant sur Overview Carrier (scan au 1.6x en transmission) -
Whole slide: by clicking on Ouerview Carrier (scan at 1.6x transmission)
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b Parlamelle: par réflexion d'un laser infrarouge - By slide.: by reflection of an infrared
laser

Cliquez sur licone a droite de “Overview Sample” - Click on the icon to the right
of "Overview Sample”

ii Cocher “high precision mode for coverslip” - Tick ‘high precision mode for
coverslip"*high precision mode for coverslip”

ili Pour lancer : cliquer sur Overview sample - 7o start . click on Ouerview sample

X%  sample Finder Settings

9 Valider la prévisualisation en cliquant sur “Confirm and go to Live” - Confirm the preview
by clicking on ‘Confirm and go to Live"

Confirm and go to Live & Acquire for TL only imaging
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W Réglages des paramétres - Settings adjustements §gg

1 Choisir un objectif parmi la liste en cliquant dessus - Choose a objective from the list by
clicking on it

Pro’ mape | Lame histologie

2 Se positionner sur l'échantillon - Position on the sample

1 Dans Transmitted Light : cliquer sur TL puis LIVE - /n Transmitted Light: click on TL
then LIVE
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Automatiquement : le logiciel adaptera les parametres d'intensite -
Automatically: the software will adapt the intensity settings

Transmitted Light (TL)

W 4

BF  IMC

A
o, =
Auto Focus Relight

e = @

Live 10} Info

Si besoin d’'ajuster lintensité : cliquez sur OneTouch - /7 you need to adjust the intensity:
click on OneTouch

Intelligent Imaging

)

OneTouch Field of View Resolution Exposure Time

Dans Transmitted Light - /n Transmissited Light :

Automatiquement : le logiciel adaptera les parametres d'intensite -
Automatically: the software will adapt the intensity settings

a Sans contraste: cliquer sur BF puis LIVE - Without contrast: click on BF then LIVE

-
Transmitted Light (TL)
W R
BF  IMC =
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b  Avec contraste : cliquer sur IMC puis LIVE - With contrast: click on IMC then LIVE

Transmitted Light (TL)

Si besoin d’ajuster lintensité : cliquez sur OneTouch - /7 you need to adjust the intensity:
click on OneTouch

Intelligent Imaging

=) o

OneTouch Field of View Resolution  Exposure Time

Dans Fluorescence settings 1 - /n Fluorescence settings I :

a Sur le témoin positif : cliquer sur LIVE - On the positive control: click on LIVE

Fluorescence Setting 1

D,

b Sibesoin de séparer les canaux (jusqu'a 4) - I necessary, separate channels (up to 4):

En fluorescence, le logiciel realise une compensation automatique des spectres des
fluorochromes. Ca permet d'éviter les crosstalk. Dans le cas ou les signaux ont une
intensité tres différentes, il faudra probablement les séparer dans différentes séquences. -
In fluorescence, the software automatically compensates using the spectra of the
fluorochromes. This avoids crosstalk. If the signals have very different intensities, it will
probably be necessary to separate them into different sequences.
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i Cliquer surle (+) - Click on the (+)

Add an additional setting for sequential imaging 4

Glisser déposer la pastille correspond au canal dans l'autre séquence - Drag
and drop the disc corresponding to the channel in the other sequence

Fluorescence Setting 1

Flucyescence Setting 2

2 Ajuster le focus (molette Z) ou utiliser l'autofocus - Adjust focus (Z wheel) or use autofocus
o) =
Auto Focus
B ©®
Live 13
3

Pour ajuster les parametres d'intensité - 7o adjust the intensity settings -

a Temps d’exposition : cliquer pour afficher plusieurs temps prédéfinis, au choix.
Possibilité d’en choisir un spécifique en cliquant sur “User Defined” - Exposure
time: click to display a selection of predefined times. You can choose another by

clicking on "User Defined"

b

Sample Protection vs Image Quality : sample protection va diminuer la puissance
de la lampe pour protéger l'échantillon. Alors que Image Quality va augmenter la
puissance de la lampe au detriment de U'échantillon. - Sample Protection vs Image
Quality: sample protection reduces the power of the lamp to protect the sample.
Whereas Image Quality will increase lamp power to the detriment of the sample.

Intelligent Imaging

B D 250 ms

OneTouch Field of View Resolution Exposure Time

Sample (o) Image
Protection ! 4 ¢ Quality
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Types d'images - Image types §§%§"

1 En fonction du besoin - Depending on the need :

a Colorimétrie / Transmission : Cliquer sur TL pour le passer en ON - Colorimetry /
Transmission. Click on TL to switch to ON

Fluorescence : Cliquer sur Fluo pour le passer en ON - Fluorescence : Click on Fluo
to switch to ON

Dans Experiment Settings : les icones en rouge seront utilisés pour l'acquisition.
Sinon ils sont gris. - In Experiment Settings: the red icons will be used for
acquisition. Otherwise they are greuy.

2 Décliquer le reste des icones (doivent étre gris) - Unclick the rest of the icons (must be grey)

3 Cliquer sur START - Click on START

Experiment Settings

L]
S+

3D Imaging Stage Focusing

s Sl

THUNDER

61|

Snapshot Spiral

1 En fonction du besoin - Depending on the need :

a Colorimétrie / Transmission : Cliquer sur TL pour le passer en ON - Colorimetry /
Transmission. Click on TL to switch to ON

b Fluorescence : Cliquer sur Fluo pour le passer en ON - Fluorescence : Click on Fluo
to switch to ON

Dans Experiment Settings : les icones en rouge seront utilisés pour l'acquisition.
Sinon ils sont gris. - In Experiment Settings: the red icons will be used for
acquisition. Otherwise they are greuy.
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2Cliquer sur “3D imaging” pour le passer en rouge et l'activer -

Click on 3D imaging” to turn it red and activate it Number of Steps
Z-Step Size

3Se déplacer en Z pour définir le ler plan - Move in Z to define System Optimized

the Ist plane
Z Position [um] 613.15 | =

Z Size [um] 000 |%

4 Cliquer sur ce bouton - Click on .

5Se déplacer en Z pour définir le dernier plan - Move in Z to
define the last plane

6 Cliquer sur ce bouton - Click on m

7 Régler les parametres (Z-step size, nombre de plans etc.) du Z-stack en cliquant sur n
Set the parameters (Z-step size, number of shots, etc,) for the Z-stack by clicking on
Cliquer sur START - Click on START

Experiment Settings

g = i

3D Imaging Stage Focusing

7R D

THUNDER

6]

Snapshot

Il est possible de lancer un Z-stack automatique en cliquant sur :.Il risque simplement
de prendre “trop large” par rapport au besoin reel.
It is possible to run an automatic Z-stack by clicking on.' There is simply a risk that the
Z-stack will be too large for your actual needs.

1 En fonction du besoin - Depending on the need :

a Colorimétrie / Transmission : Cliquer sur TL pour le passer en ON - Colorimetry /
Transmission. Click on TL to switch to ON

b Fluorescence : Cliquer sur Fluo pour le passer en ON - Fluorescence : Click on Fluo
to switch to ON
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2 Cliquer sur “Stage” pour le passer en rouge et activer le mode mosaique - Click on '‘Stage”
to turn it red and activate mosaic mode

Experiment Settings

g= (&= &

3D Imaging Stage Focusing

On g} J-r @

Flue THUMNDER

3 Dessiner les ROI en utilisant les outils disponibles (autant que vous le souhaitez) - Draw
up ROIs using the tools available (as many as you want)

4 Renommer les ROl : a droite de l'écran, clic gauche sur la ROI puis “Rename Region” ou F2 -
Rename ROIs: on the right of the screen, left-click on the ROI then "Rename Region”or F2

Task List

s O’ Mosaic001

Regions

5 Creer des points de focus - Create focus points

a

Cliquer sur Focusing - Click on Focusing

Experiment Settings @

= e
@ 3 L

3D Imaging Stage Focusing

Choisir “Focus Map” - Choose "Focus Map*
Sélectionner la quantité de points de focus (répartis entre toutes les mosaiques)

Compléter manuellement si nécessaire (clic gauche pour ajouter, maintien clic droit
pour se déplacer sur l'écran) - Select the number of focus points (distributed between
all the mosaics)

Choisir le canal sur lequel se base le focus - Choosing the channel on which to focus

Vérifier et, si besoin, ajuster le z de 'ensemble des points de focus - Check and, if
necessary, adjust the z of all the focus points.
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[liquer sur le ler point de la liste - Click on the Ist point of the list

i Ajusterlez- Adjust the z

lliquer sur Set Z - Click on ‘Set Z”
v  (Qliquer sur Next - Click on "Next”

[liqufr syr Close - Click on “Close”

Focus Strategy

Adaptive Foc

_

Keep Focus Focus Map

Focus Man

Low Medium Very High

Consider existing images
Create Focus Map:
-F> l +
On Expenment Start Now Focus Map Point
Selected Channel: Transmitted light
Drift correction mode Hardware Based

Correct drift at every nth focuspoint at each timepoint: 1

X Y
11106 mm 6121 mm 82317 pm 0885. . 1
111.61 mm 62.56 mm
111.77 mm  63.97 mm
11192 mm 6547 mm
1 2mm 6&67.13 mm 83948 pm

Remove All SetZ Clear Z Previous
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7 Ajuster les parameétres de la mosaique - Adjusting mosaic settings

a Passeren OFF - Switch on OFF : Optimize Acquisition Order of Regions

b Sibesoin de conserver l'image non mergeée : passer en ON “Keep raw data” - /1
you need to keep the unmerged image: switch to ON "Keep raw data’
Mettre Blend en mode “Statistical” - Put Blend in 'Statistical” mode

'(‘jD Stage Options

Tile Overlap
(o) 10| %
Optimize Acquisition Order of Regions . QFF
Merge Images during Acquisition ON .
Keep Raw Data BEE:

Blend Smoaoth >

8 Cliquer sur START - Click on START

Snapshot

1 En fonction du besoin - Depending on the need :

a Colorimétrie / Transmission : Cliquer sur TL pour le passer en ON - Colorimetry /
Transmission: Click on TL to switch to ON

b Fluorescence : Cliquer sur Fluo pour le passer en ON - Fluorescence : Click on Fluo
to switch to ON

2 Réaliser une ou des mosaiques (p. 15) - Create one or more mosaics (p.15)

3 Réaliser une pile d'images (p. 14) - Create a z-stack (p.14)

4 Cliquer sur START - Click on START
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Application d’anciens parametres o
- Loading old settings

1 Réaliser l'étape de définition du projet - Carrying out the sample definition (p.6)
2 Cliquer sur chaque LIVE (indispensable!) - Click on each LIVE (esseential!)
3 Cliquer sur “Tools” - Click on “Tools"

4 Cliquer sur “Relight” - Click on "Relight”

5 Ouvrir le projet xlef qui contient l'image avec les réglages a récupérer - Open the xlef
project containing the image with the settings to be recovered

6 Sélectionner limage d'intérét - Select the image of interest

=n=A=N=1
(02

7 Cliquer sur Apply - Click on Apply
Attention, les réglages dépendent de l'objectif et les fluorochromes utilisés.
Note that the settings depend on the objective and the fluorochromes used.
i -
O. Relight
]
Objective

HC PL FLUOTAR 10x/0.32 DRY

d Light

theld

Apply Back to 'Live & Acquire’

Plateau technique d'imagerie cellulaire d'Infinity-Purpan
Simon Lachambre, Lhorane Lobjois, Sophie Allart
imagerie.infinity@inserm.fr
Tél: 05.62.74.45.78 - 05. 31. 54.79. 01



S
2
W%
RS0

1 Cliquer sur l'onglet “ Results | Automatic " - Click on the "Results | Automatic” tab

5]
=
'
2

~e~a~ePlHwew el

16 (226 M8) Cursor: Pos: 201,66 pm, 14814 ym_ Intensity: 5

2 Cliquer sur une image (a droite) pour lafficher - Click on an image (right) to display it

Afficher plusieurs images pour les comparer a l'écran - Display several images
to compare them on screen

Séparer les canaux ou afficher loverlay - Separate channels or display the
overlay

Afficher ou non le canal - 7o show or hide the channel

Afficher la projection maximale d'intensité (MIP) - Display maximum intensity
projection (MIP)

Afficher loverlay - Displey the overlay

Afficher la coupe orthogonale (XZ et YZ) - Show orthogonal section (XZ and YZ)




g

£
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1 Cliquer sur l'onglet “Process” - Click on "Process” tab

2 Aller dans le sous onglet “ Process Tools “ - Go to the "Process Tools" sub-tab

HTNING & THUNDER
al Enhancement

LIGHTNING & THUNDER Settings

Computational Clearing Methods

*

X = 2432y = 20322 = 16 (226 MB) Cursor: Pos: 3.72 ym, 57.87 ym _Intensity:2
X18537 um

4 Edit

1  Cliguer sur Lightning and Thunder Crop

- Click on Lightning and Thunder

Resize
Mosaic Merge
Manual Image Alignment
Projection
4 Adju
Colors
Background
Baseline
4 LIGHTMING
LIGHTNING 8 THUMDER

Dynamic Signal Enhancement

4 Noise Reduction
Median
Blur

&

&,
N



2 Dans “Open Project”, choisir l'image a traiter - /n ‘Open Project’ select the image to be

processed

3 Choisir le mode “Thunder” - Choose Thunder mode

4 Si z-stack, vérifier le milieu de montage - /1 z-stack, check the mounting medium

5 Cliquer sur Reset pour restaurer les parametres par défaut - Click on Reset to restore the
default settingsre the default settings
Cliquer sur Apply - Click on Apply

6

LIGHATMING & THUNDER Settings

Computatighal Clearing Methods

s e 9

Strateqy:

Refractive Index:

Mounting Medium:
Keep raw Image bit Depth
Advanced Settings

Save settings... Open settings...

I1 est possible de choisir d’appliquer le débruitage sur un seul ou plusieurs channels en
cliguant sur Advanced Settings, puis décocher les canaux non souhaites.
You can choose to apply denoising to one or more channels by clicking on Advanced
Settings, then unchecking the channels you don't want.

7 Dans Open Project, une nouvelle image est créée avec le suffixe “ICC" - /n Open Project, a
new imaage is created with the suffix ICC

Open projects Process Tools

ReE
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Ce traitement se fait des images 3D uniquement. Il effectue un débruitage Thunder puis fera
la déconvolution. - This processing is carried out on 3D images only. It performs Thunder
denoising and then deconuvolution.

1 Cliquer sur Lightning and Thunder - Click on Lightning and
Thunder

2 Dans “Open Project”, choisir limage a traiter - /n ‘Open Project’,
select the image to be processed
Choisir le mode Large Volume Computational Clearing -

3 Choose Large Volume Computational Clearing mode
;e pe .7 . . 4 LIGHTNING
Vérifier le milieu de montage - Check the mounting medium e
4
Cliquer sur Reset pour appliquer les paramétres par défaut -
Median
g Click on Reset to restore the default settings Blur
Cliquer sur Apply - Click on Apply
6

LIGHTNIMNG & THUMDER Settinf]s

Computational Clearing Methods

> b 9

Strateqy:

Refractive Index:
Mounting Medium: 3 4

Keep raw Image bit Depth

Advanced Settings

Save settings... Open settings...

I1 est possible de choisir d’appliquer la décovnolution sur un seul ou plusieurs channels
en cliquant sur Advanced Settings, puis décocher les canaux non souhaités.
You can choose to apply deconuolution to one or more channels by clicking on
Advuanced Settings, then unchecking the channels you don't want.

7 Dans Open Project, une nouvelle image est créée avec le suffixe “LVCC” - /n Open Project,
a new image is created with the suffix LVCC
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Fin de session - End of session

1 Retirer votre échantillon et ranger le support (+ pieces aimantées) dans la boite verte -
Remove your sample and store the support (+ magnetic pieces) in the green box

o Fermer le coffre du systéme délicatement (pas comme un coffre de voiture!) - Close the
system box gently (not like a car boot!)

3 Retourner dans l'onglet “Sample Definition” - Return to the ‘Sample Definition” tab
4  Clic droit sur “Overview sample” - Right click on "Overview sample”

5 Cliquer sur “Delete Overview Image” - Click on "Delete Overview Image”

T

Sample Finder

Q

Overview Sampl
Reset Overview lllumination to Default

{[ﬂ;] = Delete Overview Image

Overview Carrier Prefocus Loading Position
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1 Suivre la procédure de fin de session (p. 24) - Follow the end-of-session procedure (p. 24)

2 Eteindre le logiciel et patientez jusqu’'a son fermeture compléte - Turn off the software
and wait until it is completely closed.

3 Appuyer 3 a 5 seconde sur le bouton POWER jusqu’a extinction compléte du bouton -
Press the POWER button for 3 to 5 seconds until the button is completely switch off.
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