UTILISATION DU MICRCOPE
JACQUES CONFOCAL LEICA TPS/AS0BS TANDEM

MONOD

DEMARRAGE DES CON'ER®®EDE CQET DE TEMPERATURE........... 2
DEMARRAGE DU SYSTEME........coviiitiiieieeecieeee et eae e 3
DEMARRAGE DU LOGICKES AF.......ocoeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e 4
CONFIGURATION DES/BONS DU PANNEAUGENTROLE .................... 6
QUANTIFICATION DIGBAL.........ooveveeeeieeeeeeeeete e eae e, 8
FONCTIONS DU MICROBE............cciiuiieeeeieeeeeeee et eeeeseste e saense s 9
ACQURR UN OU PLUSIEURSRQUAGES SIMULEMENT............o........ 12
ACQURIR PLUSIEURS MARGE® SEQUENTIELLEMENT.................... 15
ACQURIR UNE SERIE Z.....coovicveeeeeieeeeeee e st sae st 17
ACQURIRUNE SERIE TEMPORELLE.........ccocoviiiiee e 18
ACQURIR PLUSIEURS P@BIBIDE PLATINE.........coceeveeieeceeeeeere e 19
ACQUERIR UNE MOSAQUS5 QL a.l.D.9.{ oo 20

ACQURIR DES IMAGES ERNBMISSION ET CONSRADE NOMARSKPR1

OPTIONS DASUALISATION DEBBES...........cocveeeeeierceeeee e, 22
ECHANTILLONNAGE SBATL.....oiviieeieeeeee et sn e 23
ENREGISTREMENT IMBSBES.........ooiviieiie et eee e 25
ETEINDRE LE SYSTEME.......coiieiitee oot 26
ETEINDREES CONTROLEURSMETDE TENRRATURE...........c.cov........ 27

1/27

V9_08/1¥2016




DEMARRAGEESCONTROLESREDECQET DHEMPERATURE

1- Pour démarrer le contrdleur de température (boitier bleuetih NS f QA y (i S NNXzLIG S dzNJ Y «

TEMPERATURE

Q)¢
(@]
N
o
N
C N

2- Pour utiliser le controleur de Gh dz&NA NJ f S SaigereDdt deNJ 02 Y L.
CQORSUSYRSdzNJ R2NBU RlIya S a YOSNARS RSA | A

3 ¢2dzNY SN 1 @It @dS Rdz RSGSYRSdzZNI £ FANJ o NHSY (S0
obtenir 1 bar en sortie (manométre de droite).

wmw .
< nm
QX

>

4- Deémarrerle controleur de C@et brancher le tuyau cristal vert relié a la sortie du contréleusp CO
6al!Lb 2dziv &adzNJ I NBaASNWS RQSIHdz RS t QAy Odz | G Sdz
5- Placer la chambre & @8urla platine.
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DEMARRAGE DU SYSTEME

I- Allumez ldampe afluorescence

Il -Au niveau du poste de commande

N . Jé 4 ‘ 4

PC
Microscope

1- Mettre en marchde PC et le microscope et les écréinsutonvert PC Microscope
2- Attendre impérativementque Windows démarre eidffiche lessessios.

3- Allumer le scanner du confocdlouton vertScanner Power

4- Mettre les lasers sous tension (bouton veeser Powér

5- Allumer les laser@ourner la clefLaser Emissiosur ON1).[ Q1 £  dzY | HeS lagerS FeMay A (G A T
via lelogiciel(voir le chapitresuivant).

6- Utilisez la session WindoWw<S Usgpas de mot de passe)
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DEMARAGHEDU LOGICIEL LAS AF

1- Démarrer le logiciel en cliquan & dzNJ f QduQébyir€au[ ! { ! C

LAS AF

Leica Application Suite
Advanced Fluorescence

1.7.0 build 1240
Seica
3 Init Hardware Server.. 2
\ Started Server MICROSYSTEMS
Check configuration: MACHINE /

d Activate Resonant Scanner

B

2- Si besoinactiver lemode résonan{8000Hzmode rapide pour des applications vivant
3- Démarer le logicielLAS AF en cliquant sur le bouto@®Ks».

4- wSLI2YRNB bhb |dz YSaal 3S RRedpiedadsNelcagtiadusi A2y R
souhaitez enregistrerats positiongle platine ou acquérir des images mosaiques.

NB: Si vous initialisez la platinattention a baisser completement les objectifs et a basculer

la téte du microscope en arrie®®VANT de répondre au message

5- Le logiciel LAS AF se répartit B& deux écrans : celui de gauche dédié aux réglages des
F OljdzA AaAGA2yazr OSfdzAi RS RNRAGS RSRAS t € QF FFA

s us B«
T oo

@7 a

ERE) @LP)
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6- Mettre en marche les lasers
Allerdanslemenu® y F A 3 dzNesérA 2y I

Configuraticn Acquire Process

Hardware Configuration g

x G5

Microscope  Objective Laser Beam Path

.- =
[eeeees] ®oe—x
Settings

Ctrl Panel

IPS Masks

Allumezles lasers dont vous avez besemcochant les cases correspondantes

Le laser Argon doit étre lnd t dzy'S LJdzA & &BOPO D SR A S ya@xTNERAYA |- 1/ il
majorité des cas, mais peut étre poussédmiat 2 N&B R Qdzy S .Neljayhaidttavaifer Cw! t
avec une puissance laseférieura 10%

) <05 Diode

&) Agon Standty e M 0| %

DPSS 551

¥ HeNesss

7- Dans le panneau de configuration, vous pouvez également configurer les boutons du panneau de
contrble et régler les paramétres pour quantifier le signal (voir les chapitres correspondants).
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CONFIGURATION DES BOUTONSANNEAU DE CONTROLE

Lepanneau de contrdle se situe sous les écrans
Chague bouton possede une fonction programmable dont le nom est afficli@ésaus.
Il est possible de maodifier la fonction et la sensibilité de chacun des boutons.

Pour modifierun bouton aller dans le ranu USB control Panel
Soiten passantlans le menu ConfiguratidihCtrl Panel
Soitdans le menwAcquird hControl Panel

- ou: dans le menu ConfiguratidihCtrl Panel

Hardware Configuration

S\ SN~

Microscope (bjective SEr Beam Path

Eﬁ i

Etll F‘anel Settings

IPS Masks
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Pour ctacun desboutons, vous pouvez modifiesa fonction et sa sensibilite.

USB Control Panel

Smart Offset ‘Scan Field Rotation Finhale

0000

1V per turn 10% per twm Medium Medium

Offsat PMT 1
Offset PMT 2 100V perturn
Offset PMT 3 100DV per turn

Offsat PMT 4. othars [250V par turm)
Offsat PMT5
Offsat PMT NDD1

Offsat PMT NDD2
Offsat PMT NDD3
Offset PMT NDD4
Offsat PMT Trans
Panning (horiz.)
Panning (vert}
Phase

Pinhole

Scan Field Rotation
Smart Gain

-

Sélectionner le bouto@d modifierpuis choisir dans les 2 menus déroulants la fonction et la
sensibilitéa appliquer

Vous pouvez enregistrer votre panel de boutoriquezsur Saveen bas a gauchet donnez

un nom avotre panel Lors de votre prochaine session, vous pouvez le charger en le
sélectionnant dans la liste déroulante.

Les deux petits boutons noirdagauchedes boutonsgiu panelservent a
- lancer unscanen mode Livédroite)

- sélectionnerunPMTBEQSONI v f 2NEIj dzS f S gatéh®S { Y NI DI Ay

Quelques astuces

-t 2dzNJ £ S NB3If | 3S Rdzs thisenfa fdddiorgnart GaeeSharzOfset RSa t
j dzZA  @2dza LISNXYSGOUNRY (G RS NBIE SN f SnnalePYT S f ¢
' Y2RATASNE Q@drrespaufhngebe doitletfe @toMréeRSpointillés blancs)

- Désactivez les boutons dont la fonction vous est inutilexiste une position vide tout en

haut de la liste déroulante.
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QUANTIFICATIONUBIGNAL

t 2dzNJ ljdzZt YGAFASNI d
sUNB | OljdzaAasSa @S
Offset).

yl
v

<
— Qx

(@]
Q¢ 1]

U» X«
D¢ ()

f
sY

Uy >

Dans la mesure du possible, €2 Y RAGA 2y ad RQI Ol pafamdirées iy
f QSOKIFIyGAft2y R2yd S airayrft RS Ffdz2NBa
SOKIYyGAtt2ya yQIGGSAYRNRYd LI A& £ A&l GdzNT

Attention, avant de réaliser les acquisitions, il faut

Dans le menu Configuration/Setting/Resolutignsélectionner « 16bits» dans le menu
déroulant

Dans le menConfiguration/Setting/Data Transfert Mogdsélectionner ®irect Overflows

(" Rardwara Configuration Qr'
( Resolution
!
% @ %ﬂ E LBitDepth:
Microscope (hjective Laser Beam Path
7
Data Transfer Mode
r_gE_‘l
=
:D Feceee] o Q Direct
L A
Stage Dyes Cirl Panel Settings Q Enhanced
@ Direct overflow
gg %—' Wl Meximum! ion Ti
aximum Integration Time
r =
Super-Z IPS Masks S
b o
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FONCTION3U MICROSCOPE

Sur lec6té gauche

1-wS3Af IS RS f QA y i Sy BldnchsouferdiMokegcEndzisSitd S § Y ¥ B NB 2 v
2- Réglage de la tailldu diaphragme de chamgn fluorescence.

3- Réglage de la tailldu diaphragme 82 dz@SNIi dzNE Sy (N} yaYAdaAzy o

4- Passage du modeansmission (TL)uamodeFluo (I

5- Vis de mise au point.

6- Choix du mode de contraste en lumiére blanche (passe successivement en Lumiere transmise / DIC /
polariseuranalyseur seuls).

En facade
1- Choix du bloc filtre de fluorescence.

2- Ouverture/fermeture du shutter de fluorescence.

0 (] 2 - -,
J A .

DAPIl
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Sur le c6té droit

Y )

———— j
1- Vis de mise au point.
2-Boutons pour changeR Q 2cfif Bouton duhaut pour unobjectif degrossissement supérieur, bouton

du baspour unobjectif degrossissement inférieur.
3- Bouton pour utilisedesobjectifs & air ou a immersion

Joystick
1- Vis de e&placementen Y.

2- Visde déplacement en X.

3- Visde mise au point

4- Boutonspour réglage déa vitesse du déplacement en Z (Z Fine/Z Coarse)
5- Boutonsde réglage déa vitesse de déplacement en XY (XY Slow/ XY Fast)
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Ecran

1- ¢ 1LIS RQAf T dzYAY Il GA2Y O6Ftdz2E ¢[ YONIYAYAdAAA2YS 5
2- Shutter fluo ouvert/fermé

3- Shutter lumiére transmise ouvert/fermé

4- Obijectif utilisé.

5- Intensité de la lampe actuellement utilisée

6- ¢ AffS RS fQ2dz@SNIdzNE Rdz RALFLIKNI 3YS RQ2 dzdS NI dz
7- ¢ Af f S rtReSu dia@iadp@eSle champ

8- Vitesse de déplacement en Z de la crémaillere des objectifs (Coarse = rapide, Fine = lent)
1 2 3
© [[TUBF | g i
! £ 140 x Obj. DRY
A 1xMagch. =400x |
"B~ 1INT_4 |
6 ‘H VAP 216 FD 7 7
s 1 100% i
__EZ__ ==.== MM > ¥ chn
8
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ACQUERIR UNDU PLUSIEURB\RQUAGESIMULTABMENT

1- Installer votre échantillon sur le microscgpemettre le brasdu microscopeen position verticalet
faire la mise au point odul@re Puis fermer le shutter de fluorescence.

2- 1 £ £ SNJ RIACquiref €2 AR 8di f S Y 2yRoB8xyRdarsAstjuisifioda A G A 2 Y
Configuratian Acguire Process

Acquisition Mode: xyz

3- Chargeune configuration préétablidansle menu déroulant.oad/Save single settings
séledionnant une macro dans la list¥ous pourrez laauvegarder aprés Q| @2 A Wd cNgaaRtA T A S
sur3ave

Load/Save single setting Q anad.l'Swa singla setting 9
0% :

DsRed
FITC-TRITC-Cy5
FITC-TRITC
ATC
FITCwide
GFP
LEICA Brain Sectian (DI
|
405

LEICA Brain Section {DI

LEICA Brain Section {Tri

LEICA Brain Section

LEICA Meurons {DIC)

LEICA Meurons {DIC, TR

LEICA Meurons {Triple}
L
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4- Activer (pointen NP dz3 S 0 UMetQisitiiepoDr pouvoir utiliser le raies laser dont vous avez
besoin.
5 wS3f SNJ £ S&a LldzAaalyOSa RS a2NIAS RQ!'h¢C RS OKI

pa 4 o
17% 0% 0% 0% 0% 0%; 0% 25%
4
4 4 4 4
405 458 476 488 496 514 561 633
L Laser Power )

6- Activer les détecteurs (PMTs) dont vous avez besoin.
7- Dans la liste déroulante, choisislspectresR Q S Y A & & Afl@doybchRBes [iar esafficher.
8 { St SOGA2YYSNI £ O2dzf SdzNJ Rrya fF1jdzSttS fQAYF3S
9- Positionner les fenétres spectrales de chacun des Ribitsle clic).
9

{!] Activa Activa \ !] Active !] Active

6 7 8

10- Lancer une acquisition en cliquant sur le boutore.
Live

11-/ £ A lj dzS NJ GLdAEcran@ia diditef 2 dzNJ @ A A dzleh doudleBrblde réQldgey. | 3 S
Les pixels saturésont représentés en bleu & niveau le plus bas en vert

Tl |
b ] |
12-Surlepanneaud®2 Yy i Nb f ST NI JfageNledndllets Ay S f Q2FFasSi
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13- Régler la largeur dBinhole
Pourétre dans les conditions confocales optimales, la valeur doit é&ieyal

Pinhole: gttty [ 1]PAU

14a2RAFASNI €S T22Y S S F2N¥I{ ROQAVAYEIRS® BBz
chapitre correspondant.)

15- Cliquer suCapture Imagé.J2 dzNJ | Olj dzZSNANJ f QA Yl IS o

16- Renommer le fichier et sauvegarder le répertoire. (voir le chapitre correspondant.)

Si vous travdibz avec plusieurs marquagsisnultanément vous devexérifier les éventuels
RS02NRSYSyilia RSa armasdegddBng leFRai@BMV siel précgdanRc®rame suit

- Ne garder que la raie laser duarquagea testeren mettantles autres raies a®

- Laisser tous les PMTs activadgec leurs réglges de gain et Offs@our chacun des marquages
-EnmodeLive @SNATFASNI ljdzQAf yQe | LJa RS LI aalk3asS RS

Q¢
—_

{QAf @ | RS I Ffd2NBaOSyoO6S RS(iSOGSS RlIya €S
- Diminuer au maximum la puissance lase

- Diminuer le gain des PMTs dans lesquels il y a du passage

- Décalere début de ldenétre spectrale des PMTs ddesquelsdl y a du passage

- Recommencer pour chacun des fluorochroragsster.

A

{QAf Sald AYLRAaaAoftS RSvous devitzabliya®iementSravaillRrSed ModR S Y ¢
séquentiel
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ACQURIR PLUSIEURS MARQUAGES SEQUENTIELLEMENT

1- Reprendre touteges étapegpour faire uneacquisition simultanée.
Activer toutes les raies laser et tous les PMTs que vous allez utiliser en mépe tem
Positionner les fenétres spectrales de chacun des PMTs (double clic).

Activa

Activa

Activa

\,]
Activa J

2- Cliguer sur le boutoseq

SEQ.

3- LeblocSequential Scaé Q 2 dz@ NB &

d Sequential Scan

990

SCaN
1

@ between lines

Q between frames

Q between stacks

b

Save

A

t I NJ RSFIl dziiz Af

yQe |

lj dzQ dzy ¢

d Sequantial Scan

Q0]

SCaN
2

Q between lines

Q between frames

@ between stacks

Sava

b

A

4- Ajouter une nouvelle séquence en cliquant sur le boutpla séquence précédente servira alors de
modele a la nouvelléjouter autant de séquence que nécessaire.

5- Sélectionnescanlet désactiveres lasers et détecteuiautilesa la ¢ séquence.

6- Procéderde mémepour chaguescande la séquence
En procédant ainsi, les bandes passantes des PMTs sont positionnées de fagon identiqoetesns

lesi S1j dz8y 084 o

V9_08/1¥2016

[ GoncDJf diZ&ia Nk AR S& SN 4 |j dzS
position desfenétresspectrales.

lj dzQ S

8 y¢
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7-1 K2A&ANI £ S Y2RS RQIOljdzAaAadA2y: €S LI dza | LILINE LINJ

- Between lines : pour acquérir une ligne avec une macro, puis la méme ligne avec une autre macro
avant de passer a la ligne suivariieans ce mode, les fenétres spectrales de toutes les macros doivent

étre identiqgues Ay Q dz{i qué godr 8eNdcquisitions rapides.

-.SG6SSY FNIXrYSa Y LI2dzNJ I OljdzSNANJI dzy LI | y> 2dz dzy
passer au plan suivare.2 RS O2y aSAf S LJ2dzNJ f QF OljdziaAdAz2y RS
colocalisation.

- Between stacks : pour acquérir un stack entier avec une macro, puis le méme stack avec une autre
macro.Mode le plus rapide.

8- Lancer une acquisition en cliquant sublauton Live.

9- wS3f SNJ I LlzA & a I y 8urchdquessande latsé&juerceeh pfendhiisoii d@ B F & S
NEIf AAaSNIJ RFya 8 LXFy €6 Lida AyGSyas ar ¢2dza

10-Vous pouvez faire desoyennesR QA YI 3S&8 RA T TFSNXvaisSa LJ2 dzNJ OK | Odzy

Line Average ; @
Frame Average ; @

11-Lancerf QI Gidjnah cliqliaint sur le boutoRart.

12- Renommer le fichier et sauvegarder le répertoire. (voir le chapitre correspondant.)
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ACQUERIR UNE SERIE Z
1- Choisir le modeyzou xyztdansAcquisition

2- Procéder de la méme facon que dans le paragrafpteguérirune ou plusieurs couleupsur faire les
NEIfF3aSa RS 3ILAy Sl RQ2 T FaasSaphn |Spfus bty I yi &az2Ay

3- Ouvrir le panneaw-stack.
En modelive ajusterle Z de fagon a étre au plus proche de la lamelle (sens inverse des aiguilles
RQdzy S YlhyeisNEginpour marquer la position de départ

1 Experiments Acquisition
[ Acquisition More: xyz Q0]
;1024 x 1024 1400 Hz | 111,65 mm * 1.55 mm Q0]
(" Z.Stack: 6042um | 9staps 00—

[Zaml— | e =
‘h‘-""‘""--.._______

Bagin [pm| End [pm]

.-'""'r.‘-.;;}
2-Position |pm]
@ norseps [ 9 1,7

T

Traval Range 500 pm

Q Systam optimized  Compensation
b .

4

Ajuster a nouveau le Z de facon a étre le plus éloigné de la lamelle.
Cliqguez suEndpour marquer la position de fin.

5

Cocherz-step sizeet entrer la valeur de la distance entre chaque coupgtep sizeen fonction de
f QSOKI y A f f.Repastutdidet Id modsysierh aptinfized

Lancer l'acquisition de la série Z avec l'icGtart

7- Renommer le fichier et sauvegarder le répertoire.

(o3}
1
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ACQUERIR UNE SERIEMPORELLE

1- Choisir le modayt ou xyztdansAcquisition

2- Procéder de la méme facon que dans le paragrafpteguérirune ou plusieurs couleupsur faire les
NE3IfF3Sa RS. 3FLAy Si RQ2FFasSi

3- Ouvrir le panneat :

4—s

~

4- | K2AAANI £t QAYGSNDIt S TiRSIntégn@lY LJA Sy adNB OKLF lj dzS A Y
Cliquer suMinimizeLJ2 dzZNJ OK2 A &A NI f QAYUGSNBI S YAYyAYdzy Sy

5- Choisir laduréeluratiory 2dz £ S y2Y0oNB mFQheyl 354 ySOSaal ANBa

Lancer l'acquisition de la séfiemporelleavec l'iconeStart.

Renommer le ficler et sauvegarder le répertoire.

(@]
1

\‘
1
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