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DESCRIPCION

SOFTWARE

El software NIS Elements C controla, -una vez encendidos los instrumentos-, la
visualizacion de fluorescencia de campo amplio y campo claro en los oculares, el cabezal
de escaneo, la unidad de laser, el selector acustico-6ptico entonable (AOTF), obturadores
internos e interruptores de seguridad de laser (shutters e interlocks), los detectores 6pticos
y el ajuste de video del framegrabber. De igual manera, NIS Elements C puede controlar
el revélver de objetivos, las cajas de control de la platina motorizada (movimiento en X,
Y y Z), el carrusel de filtros de fluorescencia, y el sistema de foco perfecto (Perfect Focus
System).

El software se puede operar empleando el mouse y el teclado de la computadora y
esencialmente se utiliza de la misma manera en la que opera cualquier programa
compatible con el ambiente Windows.

MICROSCOPIO

El microscopio Nikon Eclipse TiE posee adaptadores para el montaje de diversas
preparaciones biologicas; en resumen el usuario puede visualizar especimenes montados
en laminillas, cajas de cultivo de 6 hasta 96 pozos, botellas de cultivo, y cajas Petri de
distintos didmetros. Sin embargo, hay que considerar que para la observacién a méas de
200 aumentos 6pticos la preparacion forzosamente debe ser observada a través de vidrio
con un grosor equivalente a 0.17 mm. Para la visualizacion de especimenes utiliza
diversas fuentes de iluminacién; para fluorescencia de campo amplio utiliza una lampara
de mercurio C-LHGFI HG; para campo claro una lampara de hal6geno de 12V/100W y
contraste diferencial interferencial (Nomarski); para microscopia confocal y TIRF puede
utilizar laser con longitudes de onda de 405, 488, 561 y 647 nm. El microscopio tiene
motorizados los ejes XYZ, los cuales se controlan mediante el uso de un joystick; de igual
manera, tiene motorizado el cambio de objetivos, asi como el de filtros de fluorescencia.
Como accesorios, cuenta con un sistema de mantenimiento de plano focal seleccionado
(PFS, Perfect Focus System), una incubadora de platina con control de gases y
temperatura, un iluminador TIRF motorizado, ademas de un piezo que permite el
movimiento en Z con hasta 100 nm de precision. Ademas de lo anterior, el microscopio
estd equipado para realizar microscopia de super resolucion mediante N-STORM
(microscopia de reconstruccion Optica estocastica).

Cubos de Fluorescencia:

1) Filtro C-FL DAPI

Pase de banda de excitacion: 325-75 nm
Espejo Dicroico: 400 nm

Emision: 435-85 nm, BP

2) Filtro C-FL GFP
Pase de banda de excitacion: 450-490 nm
Espejo Dicroico: 495 nm



Emision: 500-50 nm, BP

3) Filtro C-FL DS Red

Pase de banda de excitacion: 530-60 nm
Espejo Dicroico: 570 nm

Emision: 590-630 nm, BP

4) Filtro CN STORM Quad Band Set 405/488/561/647



l. ENCENDIDO DEL EQUIPO

Panoramica del sistema

1. Para comenzar, encender los interruptores principales que se localizan del lado
izquierdo del cubiculo, cercanos a la puerta de acceso.

Encendido

Al subir los interruptores, el ventilador de la unidad de laser comenzara a funcionar
automaticamente.



2. Encender la unidad de laser LU-NV girando su llave en sentido de las manecillas
del reloj hacia posicion horizontal

Llave I “

Encendido

Para continuar, esperar a que se enciendan completamente los indicadores de “405”,
G‘4887” G‘5617’ y ‘C647”'

pummmn IF1 s F 2

| Shutter Open Shutter Open

Laser On Laser On
Output 1 Output 2




3. Encender la unidad de control del cabezal del confocal y los laseres. Dicha unidad
consta de tres médulos apilados uno sobre otro y esta situada al lado izquierdo de
la unidad LU-NV. El boton de encendido de esta unidad se encuentra en el lado

izquierdo superior del mddulo inferior, que esté etiquetado con la leyenda “Nikon
Al1R”.

B —> =

Encendido




4. Encender el controlador electronico del piezo, situado encima de la unidad de laser
LU-NV.

Encendido
piezo

5. Encender los controladores de luz de campo claro y de la platina motorizada asi
como la fuente de poder de la lampara de fluorescencia, que se encuentran
situados a la extrema derecha del microscopio.

Shutter
manual
O Abierto
@ Cerrado
Filtros de Encendido
densidad lampara de luz
neutra (ND) de campo
claro
Encendido
controlador de
) la platina
Encendido motorizada
lampara de

fluorescencia




6. Encender los controladores de los obturadores, que se encuentran localizados en
la parte trasera de la mesa, entre el microscopio y la fuente de poder de la lampara
de fluorescencia.

Encendido 1

LAMEDA SC

No Mover

fEncendido

7. Encender el estativo del microscopio mediante el botén localizado en la parte
trasera inferior derecha del mismo.

Encendido
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8. Finalmente, encender el CPU que esta localizado abajo en la extrema derecha,
junto a la pared.

Encendido

El monitor siempre se encuentra en modo suspendido, debe activarse automaticamente al
encender el CPU. Si esto no sucede, encenderlo mediante el botdn situado en la parte
frontal inferior derecha.

Encendido
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1. EL ESTATIVO

Velocidad de . Velocidad de
mowmlentp en VA Cambio de Display movimiento en Z
(Cogrse: rapido, objetivos o (Coarse: rapido,

Fine: lento, (botén izq.  Direccion de la luz: Cambio de Fine: lento,
ExFine: muy lento) § s mayor Eye: oculares cubos de ExFine: muy lento)
aumento, L100: confocal fluorescencia imi
Movimiento en Z boton der. R100: TIRFISTORM  (hoten izq. Movimiento en 2
hacia menor L80: cancelado hacia rojo, Escape/Refocus
aumento) botén der.  Eqcape aleja al
hacia azul) objetivo del
Control de la luz de campo claro: cubreobjetos,
ON/OFF: enciende/apaga la luz Refocus regresa
transmitida SI “Eye Port” y “EPI” estan elZala
activos (software). EI dimmer modula la posicion previa
intensidad de la luz a Escape.

El movimiento de la platina estd motorizado en los ejes XY Z; para realizarlo se requiere
del uso del joystick:

Movimiento en XY

Velocidad de
movimiento en XY
(Coarse: rapido,
Fine: lento,
ExFine: muy lento)
(girar parte dentada
para cambiar)

Velocidad de
movimiento en Z
(Coarse: rapido,

Fine: lento,
ExFine: muy lento)
(presionar boton
blanco para
cambiar)

Movimiento en Z

Nota: Los cambios de objetivo, cubos de fluorescencia y Z seran mostrados en el display.

12



El microscopio Nikon TiE tiene algunas partes cuyo movimiento es manual, las cuales se
enlistan a continuacion:

a. Shutter manual para fluorescencia de campo amplio. Situado debajo de la platina.

b. Filtros (“cassettes”) para contraste diferencial interferencial (DIC). Si se utilizara
el detector de luz transmitida en la captura de imagenes, para objetivos 10x y 20x
debe estar picN1 al frente, para el resto, bicN2.

c. Diafragma del condensador.

d. Perilla de enfoque del condensador.

e (]

No Mover

C

13



1. Inicio de sesion en NIS Elements C

Vista del monitor

9. Una vez que todos los modulos del confocal estén encendidos y el escritorio de
Windows esté desplegado en el monitor, abrir el programa NIS Elements, dando
doble click en el icono que se encuentra localizado casi a mitad de la pantalla:

10. Aparecera la ventana siguiente, mostrando al Gltimo usuario que haya iniciado
sesion en NIS Elements:

User name:

Password:

Nis Elements permite la creacion de usuarios ilimitados para permitir una personalizacion
de los distintos menus y elementos de trabajo y que estos no afecten las configuraciones
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de otros usuarios del equipo. Las sesiones, nhombres de usuario y las contrasefias seran
generadas por el Responsable de la Unidad.

11. En el menU desplegable del lado derecho, seleccionar nombre de usuario e
introducir la contrasefia respectiva para iniciar sesion.

Menu
desplegable

User name:

Password:

[ Enable Multi Camera

El confocal Nikon A1R™ tiene tres posible modos de captura (TIRF, siper-resolucion y
confocal) y trata al cabezal de escaneo del confocal como una “camara” seleccionable
dentro de las opciones siguientes:

= Nikon Confocal

No Grabber

= @ ANDOR iXon/Luca/Clara/iKon

! Nikon Confocal

Una vez seleccionado “Nikon Confocal” (sobre fondo azul claro), dar click en “OK”.
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Se mostrara la siguiente ventana mientras el software carga todos los controladores y
establece todas las comunicaciones con los distintos modulos:

NIS

Advanced Solutions for your Imaging VWorkd

-

Confocal

Selecting camera...

Una vez que esto se haya concluido, se mostrara la interface gréafica de usuario (GUI) del
software:

Control de
configuraciones

Menus globales y zoom

Maodulo de
control de
XYZ

Herramientas

Area de
visualizacion

Médulo de
controles de
captura'y
parametros
de
adquisicion
(Alplus
Compact
GUI)

Médulo
= de

controles

remotos

Maodulo de controles de adquisicidn en tiempo,
multi sitio, Z, espectral y en mosaico
(ND Acquisition)

del
estativo
(Ti Pad)
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Es posible cambiar tanto el color de fondo como el tamafio de los médulos de la GUI
dando click en los iconos correspondientes situados en la esquina superior derecha:

Tamafio de
=

modulos

Cambio d

ambio de =

color de fondo =P " >l n A AAm
Pr—

17



IV.  Modulo Alplus Compact GUI

Este es el principal mddulo que nos permitira realizar los ajustes necesarios para realizar
la captura de imagen en XY y XYZ.

Alplus Compact GUI x
Scan Capt\_—)re Find Resonant
2&S Eye Port AG |+

. | [=]

Control by: @© Pixel Dwell ® Frame/sec

FastMode || 1/2 |[[1/4 ]| 1/8 || 1/16 |[ 1/24 || 1/32

512 [ 1024]| 2048 || 4096

Normal ’ ‘v D, 2 | v

’—(' chsetup [] | [H->[3,-1->[2

Fps: 0.032; Frame Time: 31.3 sec Settings~

Pinhole 0.5 |1.2AU

51
AU calculated for: 560.9 ¥ 12.83(1m
" o000 = =

DU4 SD VF

Laser 402.4nm 0.0

ND 1.10

Laser 560.9nm 0.0

A continuacion se describiran brevemente los botones que son relevantes para la mayoria
de las capturas en confocal.
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Botones de visualizacion, busqueda y captura

Z&S Eye Port

Scan: Realiza un escaneo continuo con laser de acuerdo a los pardmetros establecidos.
Capture: Realiza una sola toma con laser de acuerdo a los pardmetros establecidos.
Find: Realiza un escaneo continuo con laser a velocidad alta, permitiendo la busqueda de
region y enfoque mas rapidamente. Nota: Este botdn reduce a un 30% la region de

escaneo.

Eye Port: Controla el movimiento del espejo interno del estativo que permite el paso de
luz hacia los oculares o hacia otra via Optica.

AG: Ganancia automatica. Este boton calcula y ajusta los valores de ganancia y umbral
de acuerdo con las caracteristicas de la muestra.

Tipo de escaner

Galvano

Resonant

Galvano: Escaner galvanométrico estandar, de alta resolucion espacial (hasta 4096x4096
pXx, hasta 4 fps a 512x512).

Resonant: Escéner galvanomeétrico resonante de alta resolucion temporal (hasta
512x512px, hasta 30 fps a 512 x 512).

19



Velocidad y tamafio de escaneo

Control by: @ Pixel Dwell

FastMode|| 1/2 |[ 12 ][ 1/8

Size

£l

Control by:

Generalmente se utiliza “Frame/sec” y se refiere al tiempo que le tomara al equipo
generar un escaneo; valores hacia la derecha generaran una imagen mas luminosa pero
mas lenta. Para la mayoria de las situaciones, se recomienda utilizar los valores “1/4” o
“1/8” (para escaner “Galvano”). Cuando se utiliza el escaner “Resonant”, este apartado
no se muestra en el moédulo.

Size

Se refiere al tamafio de la imagen; valores hacia la derecha generan una imagen mas
grande pero de creacion mas lenta. Para la mayoria de las situaciones, se recomienda
seleccionar los valores “512” o “1024”. Cuando se utiliza el escéner resonante, este
apartado no se muestra en el modulo.

Tipo de escaneo

Se refiere a la generacion de la imagen, si sera una sola pasada, se promediara o se sumara.
Para establecer las condiciones de captura, se recomienda trabajar en “Normal” y para la
captura final, se recomienda promediar para escaner “Galvano”, 4x” u “8x” y para
“Resonant”, “16x”.
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Orden de captura

Iv Ch.Setup [ ]

Fps: 0.032; Frame Time: 31.3 sec

Ch Series: Al estar activo, el equipo realizara un barrido secuencial si hay dos 0 mas
laseres encendidos y activados; si esta inactivo, el equipo realizara un barrido con
excitacion simultinea de los laseres. De igual manera, este médulo permite cambiar el
orden de excitacion de los laseres asi como la activacion de la luz transmitida. Para esto,
dar click en la pestafia adyacente a “Ch Series”, y enseguida aparecera un menu
“Setup...”:

p— —
l l v | Ch.Setup [_]

Q -
| Setup... ‘ ime:

Al dar click en “Setup...” aparecera el siguiente menu (“Line Channel Series Setup”):

Line Channel Series

Chi

25-475

“Pass” se refiere al orden de captura de manera ordinal; seleccionando los distintos filtros
se puede generar un orden acorde con las condiciones de la muestra. De igual manera, se
puede seleccionar con que canal se desea activar el detector de luz transmitida (TD). Si
es posible, se recomienda parear el TD con los canales 2 0 3 (Ch2 o Ch3) que
corresponden a la excitacién con 488 o 561, respectivamente. Para guardar el orden de
captura, dar click en “OK”.
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Finalmente, debajo de “Ch Series” aparece un tiempo estimado de barrido de acuerdo a
todos los pardmetros previamente seleccionados.

Tamafio del pinhole

]
Pinhole 0.5 | 1.2AU

-) o
AU calculated for: 12.8 pm

Mediante esta seccion se puede cambiar el tamafio del pinhole del confocal a) moviendo
el slider situado al lado derecho de “Pinhole™, b) asignandole directamente un valor
numérico en el espacio correspondiente y dando “Enter” o ¢) seleccionando la apertura
basal dando click en “1.x AU”. Las unidades de Airy (AU) son calculadas de manera
automatica de acuerdo con la(s) longitud(es) de onda de excitacion y el objetivo utilizado;
valores hacia la derecha generaran una imagen compuesta de un mayor numero de planos
Opticos (cortes Opticos “mas gruesos”).

Detector y configuracion de la via dptica

El equipo tiene tres tipos de detectores de luz: detector estandar basado en filtros (DU4),
detector espectral (SD) y detector de filtros virtuales basados en el detector espectral
(VF). Para los fines de la presente guia, solo se describira la captura con el detector DUA4.
El detector que se encuentre seleccionado, estara resaltado en color verde.

Ajustes Detectores

Con la configuracién actual del detector estandar no es necesario ingresar a realizar
ningun ajuste. Sin embargo, si se desea utilizar el detector de luz transmitida y por alguna
razén no se encuentra disponible desde “Line Channel Series Setup” entonces se podra
activar dicho detector desde el menu “Ajustes”.
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Para esto, seleccionar “DU4”. Dar click en “Ajustes” y aparecera el siguiente mend
(“Setting”):

Dye & Spectral Setting

EXEM  Mone

Setting Mode

Syl

Via
Optica

Detector Selection oy

Pinhole Standard Detector (DU4)
85LP 540LP

4—-|\—|\—|\=I

" Scanner Unit

Objective

Ch Series

Transmitted
Detector

Cuando el detector de luz transmitida se encuentra inactivo, el icono correspondiente al
mismo estara desfasado de la via Optica; para activarlo dar click en el icono “In”. Esto
activara al detector de luz transmitida. Posteriormente dar click en “OK” y revisar en

“Line Channel Series Setup” que el detector se encuentre disponible y pareado a alguna
linea de laser.

Transmitted
Detector

Transmitted
Detector

23



Canales

En esta seccion se pueden modificar los niveles de excitacion y de deteccion, y activar o
desactivar por separado los distintos laseres y/o canales de captura.

Laser 402.4nm 0.0

Ganancia del detector

ND Potencia del laser

Nivel del umbral de

= negros

=) Laser 560.9 nm

Canal de
deteccién de

fluorescencia —
[no]  15.00

Filtro ND (32)

Canal de
deteccion de
luz transmitida

Ejemplo de la seccion “Canales” con todos los laseres y detectores activos.

Para que un canal esté completamente activo, tiene que tener la palomita blanca al lado
izquierdo del nombre del canal, el indicador de laser resaltado en azul y su potencia en
digitos blancos (ND puede estar activo o inactivo).

102

-20

o] 35.00

Canal activo (FITC)

Un canal inactivo es aquel que no tiene la palomita blanca del lado izquierdo del nombre
del canal y oculta los controles de ganancia, offset y potencia de laser:

Laser 646.8 nm 0.0

Canal inactivo (Cy5)
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Un caso especial de canal inactivo es cuando el canal que se quiere inactivar tiene pareado
al detector de luz transmitida (TD); si se intenta inactivar el canal pareado sin inactivar
primero al canal TD pasara lo siguiente:

Laser 560.9nm 0.0
107

-60

|@| 100.00

Laser 646.8 nm

en este caso, el detector se ha inhabilitado pero debido a que se requiere el laser 561 para
la generacion de la luz transmitida, el canal sigue “activo”, con pestafia en la ventana
“Live” aunque no muestre imagen de fluorescencia. Para evitar esto, se recomienda que
si se requieren apagar los canales se inactiven de abajo para arriba (primero TD).

Otro caso posible es que el canal esté activo pero el laser de excitacion de dicho canal
esté inactivo; eso se nota porque aunque esta presente la palomita blanca al lado izquierdo
del nombre del canal, el indicador de laser no esta resaltado en azul y su potencia esta en
digitos grises:

» v Laser 402.3nm 0.0

-
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V. Moédulo Ti Pad

Este es el modulo dedicado al control remoto del estativo.

TiPad x

Nosepiece
20x

@ Escape Z

Light Path PFS
E100 On Memory Recall

= ™
@ e @
~— =4 & -
( ) ) @ Focus
w o @
L100 (/ju R100 Offset:
L30 Dichroic Mirror: D
Z Drive
Move by step[um]:

Accuracy[um]:

0.000 ¥

=== [}y
7000.0

® Coarse ® Fine ® ExtraFine [1)
Shutters

|@EP1 |

Filters

Turretl 1:‘ [] D . S

An

Zoom
1.00x

Configure...

A continuacion se describiran brevemente los botones que son relevantes para la mayoria
de las capturas en confocal.

Nosepiece

Nosepiece
10x 20x 40x 60x 60x 100x

el
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Esta seccion controla al revélver de objetivos. Se puede cambiar de objetivo dando click
sobre el icono respectivo. Cuando un aumento esté seleccionado, el icono estaré resaltado
en color verde. Como recomendaciéon para el uso de altas magnificaciones (>20x), antes
de cambiar de objetivo presionar escape para que el revolver de objetivos baje a un nivel
de seguridad (~ 500um) y evitar que se lastimen dichos objetivos.

Escape
Escape
® Escape Z G
click
Refocus Escape

El boton “Escape Z” permite desplazar hacia o desde un nivel de seguridad (~ 500um)
al revolver de objetivos. Cuando este boton estd resaltado en color azul, impide el
movimiento en el eje Z mediante el micrométrico del estativo o desde el digipod. Asi, es
importante tenerlo presente cuando se active. Cuando se inactiva, el revolver de objetivos
regresara a la posicion Z presente al momento en que se activo, y el movimiento en Z sera
permitido otra vez.

Light Path

Light Path
E100

'8

\

|
(f\ ) : (F \)
&/ < ./

4
<
L100 ( /,' R100

L80

El moédulo “Light Path” permite direccionar la luz en el interior del estativo hacia oculares
(E100), confocal (L100) o TIRF/STORM (R100); el boton L80 esta inactivo. Para esto,
dar click en el circulo correspondiente, el cual sera resaltado en color verde. Para observar
en el monitor la imagen generada por confocal cerciorarse que cuando se esté escaneando
con l&ser esté seleccionado L100.
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Lamps

= (i}
7000.0

® Coarse ® Fine ® ExtraFine [1)

Este mddulo se encarga de modificar la inclinacion del iluminador TIRF; es relevante
para confocal solo en el caso de utilizar el detector de luz transmitida; en el cual la porcion
iluminada en amarillo debe ser “EPI”, como en la imagen anterior.

Shutters

Shutters Shutters

O [N (@:: |

Este botdn se encarga de abrir o cerrar el obturador del estativo para que pase la luz hacia
el detector de luz transmitida, por lo tanto, debe estar activo para cuando se desee capturar
esta imagen. Para esto, el boton debe estar resaltado en color azul y el circulo en amarillo.

Filters

CF-L CF-L
DAPI DS Red

Filters

Turretl lil [] C] 'R :'.

CF-L C-N
GFP STORM

Esta seccion permite el cambio de cubos de fluorescencia presentes en el estativo; dando
click en el cubo deseado éste seré resaltado en azul y sera colocado en la via dptica.
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VI. COLOCACION DE LA MUESTRA EN EL MICROSCOPIO

13. Retirar cuidadosamente el brazo movil del soporte del condensador y la lampara
de haldgeno del estativo (“iluminador”) desplazandolo hacia adelante, y colocar
la muestra a capturar en el portamuestras de la platina, si es laminilla colocar el
cubreobjetos hacia los objetivos (hacia abajo), si es algun otro soporte, solicitar
el adaptador respectivo al Responsable de la Unidad. Una vez colocada, regresarlo
a su posicion vertical. Al inicio, el objetivo que tiene que estar al frente es 10x.

Portamuestras para laminilla

14. Por defecto, la configuracion del equipo no permite observar ni campo claro ni
fluorescencia directamente en el estativo del microscopio si no se ha iniciado NIS
Elements. Para poder observar fluorescencia de campo amplio en los oculares, en
el médulo Alplus Compact GUI dar click en el boton de “Eye Port”, el cual se
activara y abrira el obturador interno del microscopio para permitir la observacion
del espécimen a través de los oculares. Al mismo tiempo, se inactivaran las
funciones relacionadas con la captura de imagen de dicho médulo.

2&S Eye Port - | Z&s Eye Port |

click

Ademas de lo anterior verificar en el modulo Ti Pad que en “Escape”, “Escape Z” esté
desactivado, en “Light Path” esté seleccionado “E100”, en “Lamps” esté seleccionado
en amarillo “EPI” y que en “Shutters” esté activado “EPI”. Si no se mostrara la
configuracién mencionada, realizar los ajustes correspondientes para obtenerla dando
click en las secciones respectivas.
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Escape

Light Path
E100
C\
L 100 ' R100
LoO
Z Drive
Move by step[um]:

DIA (o

TIRF 7]
0.0

@ Coarse @ Fine

(0];] Memory Recall

’ \ ¥

0 0
@ Focus

Offset:

()

Dichroic Mirror:

Z[um]:
497.5
Accuracy[um]:

0.000 ¥

: A0:0
7000.0

@ Extra Fine m

Shutters

Ajustes necesarios en NIS Elements para observar muestras fluorescentes con los oculares.

15. En el estativo, presionar el boton de cambio de cubos de fluorescencia hasta que
aparezca en el display el requerido para la observacién de la muestra.

Sin filtro

Espectros parecidos a DAPI

Espectros parecidos a GFP

Espectros parecidos a Rojo Texas

16. La luz de excitacion seleccionada debe mostrarse en la platina. Si esto no
ocurriera, verificar que el shutter manual de fluorescencia situado en el estativo
esté abierto, que el shutter manual de la lampara de fluorescencia esté hacia la
posicion abierta, que el filtro seleccionado en la fuente de poder de la lampara de
fluorescencia sea “ND1” y que la configuracion en el software sea la correcta.
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Vista de la platina con fluorescencia de campo amplio

17. Mediante el joystick, encontrar la estructura, region de interés o celula que se
quiera capturar y enfocarla. Por defecto, el revélver de objetivos se encuentra
situado en una posicion axial inferior (~500 um), asi que habré que ascender en Z
para enfocar (generalmente entre 2500-3200 pum se encuentra el punto de enfoque
a 10x) girando la rueda (digipod) del joystick hacia valores axiales mayores (en
um) en el display del estativo. Si en el enfoque la intensidad de la luz es
demasiada, se puede atenuar girando la perilla manual de los filtros de densidad
neutra situados en la fuente de poder de fluorescencia hacia un valor mas
apropiado.
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VIil. CAPTURA DE IMAGEN MULTICANAL EN XY

18. Dar click en “Eye Port”. El boton ahora dejard de estar resaltado en azul y las
funciones de captura del médulo Alplus Compact GUI se reactivaran.

Alplus Compact GUI x

® o ==

Scan Capture Find Resonant

2&S Eye Port AG

Control by: @ Pixel Dwell ® Frame/sec

FastMode|| 1/2 |[(1ya )| 1/8 |[ 1/16 |[ 1/24 || 1/32

256 || 512 |[1024] 2048 || 40%

iNormal‘ 75 16xv|| 2, 2x |v

‘ ‘v ch.Setup [_]
Fps: 0.016; Frame Time:
Pinhole

AU calculated for:

Laser 402.4nm 0.0

) Laser 560.9nm 0.0

19. Si son varios canales, lo recomendable es que inicialmente se calibren uno por
uno. Para la presente guia, se utilizard una muestra que tiene los fluorocromos
AlexaFluor® 594 y AlexaFluor® 647, ademas se le capturard la luz transmitida por
el laser 561 y esto se realizard con el objetivo de 20x en XY. Comenzaremos
optimizando el canal para AlexaFluor® 594, que en el modulo Alplus Compact
GUI se llama “TRITC”. De los canales existentes, cerciorarse que solo esté
activo dicho canal. En el modulo Alplus Compact GUI, verificar que los botones
“Normal”y “Ch Series” estén seleccionados (azul) y la velocidad de escaneo sea
“1/4” Frame/sec. Presionar “Scan”
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.

click

El icono tornard a azul. En el médulo Ti Pad, verificar que en “Light Path” esté
seleccionado “L.100”. Se abrira una ventana de titulo “Live” y el equipo comenzara a
escanear en modo continuo. Mediante el digipod del joystick, reajustar el enfoque de la
muestra.

Alplus Compact GUI x TiPad x
Nosepiece

- AV ‘ 10x 20x 40> 60x 100x
é L e A e

(=
Resonant

Scan Capture Find
Escape

2&S Eye Port AG

Light Path
_ E100 On  Memory Recall
Control by: () Pixel Dwell |’f‘\'| ’/‘\,‘ ("\“ (/‘\‘
e tMada / 7l | /8 / / /3 s/ ~ \ 4 e/ 4
FastMode | 1/2 [ 14 ] 18 || / . P ‘
- = .4
L100 u’\ ) R100 Offset:
512 |-1024| 2048 || 49096 L80 Dichroic Mirror: D
— Z Drive
‘Normal l D 16x(v| | 2, 2X |7 Move by step[um]: Z[um]:

507.4

@ Focus

| |7 chsetp [ [H->{3,101->[H->[-]

i Accuracy[um]:

Fps: 0.016; Frame Time: 64.0 sec Settings v 0.000 '~
Pinhole 0.4 |1.2AU

e
AU calculated for: 560.9 v 12.8 pm

cee = I M
DU4 SD VF ; ; . 0.0
L 7000.0

Laser 402.4nm 0.0

) Laser 560.9nm 0.0

Turretl ’:l[] M o=

Zoom
1.00x

Configure...

Configuracién de escaneo sélo con excitacion a 561 nm
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Los ajustes de tamafio de pinhole, ganancia, umbral y potencia de laser dependeran de las
condiciones de la muestra. Como sugerencia para el usuario, se recomienda comenzar el
escaneo con un tamafio de pinhole equivalente a 1 AU, HV(G) en 90, Offset en -10 y
potencia de laser de 75.00 con ND activo. A partir de ahi, modificar los valores de acuerdo
a la definicion de la estructura de interés hasta obtener el escaneo 6ptimo para este canal.
Los valores pueden modificarse de tres formas; a) cambiando el valor numérico
directamente en la casilla correspondiente y dando “Enter”; b) moviendo el slider
correspondiente a derecha o izquierda con el mouse manteniendo presionado el boton
izquierdo del mismo o c) dando un click izquierdo en el valor numérico del slider del
valor a modificar, luego posicionandose sobre el slider y ahi girar la rueda del mouse
hasta el valor deseado.

Captura de pantalla durante barrido de muestra de canal “TRITC” con escaner “Galvano”,
“Scan”, modo normal, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.

[] parI Laser 402.3nm 0.0
W FITC Laser 488.7nm 0.0
- Laser 560.9nm 0.0
sliders Valores
numericos

Ajuste de los valores de ganancia [HV(G)] y offset del detector y potencia de laser 561 nm

34



Ventana Live | Frozen | Captured

La ventana Live aparece cuando se presiona el boton de “Scan”; es una visualizacion de
los ajustes de escaneo que se realizan en tiempo real. Como se podra observar, tiene
algunos comandos en las partes superior, inferior y derecha de la ventana; a continuacion
se describirdn aquellos que pueden ser de utilidad para la mayoria de las capturas.

— X
A-WA- 0@ .- v Moo edt.. PR B te o 4w A B =l [=|FE Q & 100% ¥
B~

O~
B v
Wil v

-

N\_TRIOC /' 0.62um/px | Mono 12bit: 1024 1024 pixels

Pestafas

Situadas en la parte inferior de la ventana, permiten el cambio y visualizacion de los
distintos canales presentes durante el escaneo; cuando se tiene al menos dos canales de
captura apareceran dos pestafias extras, “All” y “Custom”.

TRITC /' 0.62pm/px | Mono 12bit: 1024 x 1024 pixels

‘W“ 0.62 pm/px :73x12bit: 1024 x 1024 pixels
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Si uno da click derecho sobre alguna de las pestafias, se desplegara un menu con algunas
opciones:

~ || ncolor  Ctl+Alt4Shift+C

Moro —
Rainbow
| fron
Green Fire
|| Green Fire Blue
Red Fire
Red Hot
| Magenta Hot
|| Brown
Lemon Hot
Yellow Pale
Rainbow Contrast
Rainbow Dark
|| Red Below Green Above
| Red Green Binary
Altitude
Magenta Hotter
Red Hotter
il Sunny Day

I *
TR o
AVEL U ;L Channel Coloring Manage Custom LUTS...
Copy selected channel
Extract selected channels

Autoscale LUTs for TRITC'
Reset LUTs for TRITC'

Colors for TRITC'

Properties...

Si en “Channel Coloring” se selecciona “Mono”, se visualizara el escaneo en escala de
grises:

) t. RB @@ w B
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Si ademas de lo anterior, se escoge “Pixel Saturation Indication” del menu superior de
la ventana,

)

Se podra observar con un mayor contraste visual las zonas con sefial debido a que los
pixeles negros (ausencia de sefial) se observaran en color azul y los pixeles saturados se
marcaran como rojos

A-W- ‘e @ B = v Moo @ro Edt. B OB
Pixel Saturation Indication (Ctrl+Shift+S)

\_TRIC / 0.62pm/px | Mono 12bit: 1024 x 1024 pixels

Para revertir estos efectos visuales, volver a dar click en el icono de “Pixel Saturation
Indication” y en “Channel Coloring” seleccionar “In Color  Ctrl+Alt+Shift-C”.
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20. Una vez optimizado el primer canal, dar click otra vez en “Scan”. Esto detendra
el escaneo, y su icono dejara de estar resaltado en azul. Siempre que se detenga el
escaneo actual, el nombre de la pestafia cambiara de “Scan” a “Frozen”.

21. Seleccionar el siguiente canal a ajustar. En este ejemplo seria AlexaFluor® 647, al
cual le corresponde el canal Ilamado “Cy5” en el modulo Alplus Compact GUI.
No olvidar desactivar el canal “TRITC”. De igual manera que en el primer canal,
se recomienda comenzar el escaneo con un tamario de pinhole equivalentea 1 AU,
HV(G) en 90, Offset en -10 y potencia de laser de 75.00 con ND activo.

Laser 402.3nm 0.0
Laser 560.9nm 0.0
112

-15

o] 15.00

Ajustes aproximados iniciales para escaneo en el canal “Cy5”

22. Dar click en “Scan”.

El icono volvera a resaltarse en azul, la ventana “Live” mostrara el escaneo de la
region de interés seleccionada A partir de ahi, modificar los valores del canal de
acuerdo a la definicidn de la estructura de interés hasta obtener el escaneo 6ptimo
para este canal.
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Captura de pantalla durante barrido de muestra de canal “Cy5” con escaner “Galvano”, “Scan”,
modo normal, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.

23. Una vez optimizado el siguiente canal, dar click otra vez en “Scan”. Esto detendra
el escaneo, y su icono dejara de estar resaltado en azul.

>

click

24. A continuacion se activara el canal de luz transmitida mediante el laser 561. Para
esto, en el mddulo Alplus Compact GUI, en la seccion de “Ch Series” |
Setup...” | “Line Channel Series Setup”, verificar que TD esté pareado con Ch3
(ambas palomas de seleccion deben estar en la misma fila):

F—
Line Channel Series Setup [-]->[3,--1->[--]-3[-]

Ch1
425-475

Cancel

39



En “Channels”, activar las casillas de “TRITC” y “TD” e inactivar la de “Cy5”:

Laser 402.3nm 0.0

Laser 560.9nm 0.0

[\o]  15.00

25. Dar click en “Scan’:

—>

click

El icono volverd a resaltarse en azul, la ventana “Live” mostrara el escaneo de la region
de interés seleccionada con los canales “TRITC” y “TD” empalmados (pestaiia “All”).

Captura de pantalla durante barrido de muestra de canales con escaner “Galvano”, canal
“TRITC” y “TD” con “Scan”, modo normal, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.
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26. Dado que el canal “TRITC” ha sido calibrado previamente, se optimizara ahora
el canal de luz transmitida. En la ventana “Live”, cambiarse a la pestaia “TD”

tf »
NAIL/ TRITC | MTID | p.62pmfpx | 2x12bit: 1024 x 1024 pixels

click

Esto nos permitird visualizar solamente la imagen de luz transmitida:

Pestafia “TD”
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Dado que depende de una fuente de iluminacion “externa”, el canal “TD” solo presenta
dos parametros de ajuste; “HV” y “Offset”. Sin embargo, considerar que el nivel de
contraste de la imagen puede ser modificado también tanto por los cassettes (picN1 y
picN2) como por el prisma polarizador T-P2, localizados en el estativo.

Laser 402.3nm 0.0

Laser 560.9nm 0.0

79

-2

o]  1s.00

] Valores
numéricos

sliders

Ajuste de los valores de ganancia (HV) y offset del detector de luz transmitida

27. Una vez optimizado el canal de luz transmitida, dar click otra vez en “Scan”. Esto
detendra el escaneo, y su icono dejara de estar resaltado en azul.

28. Ahora se procederd a visualizar el conjunto de canales simultaneos. Para esto en
“Channels” ademas de “TRITC” y “TD” activar el canal “Cy5”:

42



Laser 402.3 nm

Laser 560.9 nm

29. Dar click en “Scan”:

click

El icono volverd a resaltarse en azul, la ventana “Live” mostrara el escaneo de la region
de interés seleccionada con los canales “TRITC”, “Cy5” y “TD” empalmados (pestaina
(13 2

All”).

I D G

Captura de pantalla durante barrido de muestra de canales “TRITC”, “Cy5” y “TD” con escaner
“Galvano”, “Scan”, modo normal, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.
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30. Mediante la seccion de pestafias, verificar los canales a capturar, tanto

individualmente como empalmados, y si fuera necesario, realizar los ajustes
correspondientes por cada canal a modificar. Una vez establecidos los parametros
finales, dar click otra vez en “Scan”. Esto detendra el escaneo, y su icono dejara
de estar resaltado en azul.

31. En el modulo Alplus Compact GUI, en “Tipo de escaneo”, realizar el cambio

de “Normal” a una captura promediada. Para esto, dar click en el tridngulo
invertido situado al lado de “@XXx”, el cual abrira un ment flotante donde se puede
seleccionar el nimero de promediaciones; el numero seleccionado quedara
resaltado en verde. Generalmente, se recomienda seleccionar “4X”, aunque
dependiendo de la calidad de imagen el usuario puede escoger una promediacién
mayor.

Z&S Eye Port

Control by: @ Pixel Dwell

FastMode || 1/2 [ 1/4 | 1/8

Pinhole

AU calculated for:

click

32. Dar click en “Capture”:

click
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El icono se resaltara en azul, ademas de que le aparecera un simbolo de “prohibido”. El
equipo comenzard a capturar una imagen final, generando una ventana adicional a
“Frozen” con el nombre de “Captured”. Por cada ocasion que se presione “Capture”,
se generara una nueva ventana “Captured” numerada en orden secuencial. Debe
considerarse que una vez que se presione “Capture”, no se podra modificar ningtin valor
del médulo Alplus Compact GUI hasta que finalice la captura de la imagen:

Captura de pantalla durante barrido de muestra de canales “TRITC?”, “Cy5” y “TD” con escaner
“Galvano”, “Capture”, modo 4x, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.
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Alplus Compact GUI x

Fps: 0.032; Frame Time: 31.3 sec

Laser 402.4nm 0.0

wp Laser 560.9nm 0.0

Médulo Alplus Compact GUI durante barrido de muestra de canales “TRITC”, “Cy5” y “TD” con
“Capture”, modo 4x, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series activado.
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33. La imagen obtenida serd almacenada en memoria, lo que significa que ain no
estara guardada en el disco duro de la computadora. El usuario puede optar por
guardar cada imagen conforme la capture, o comenzar la busqueda de otro campo
de su muestra. Para el caso que decida guardarla, teniendo seleccionada la ventana
“Captured” correspondiente, ir al Ment “File” y seleccionar “Save” o “Save

As...”, o presionar en el teclado Control y S simultaneamente:

L& NIS-Elements AR [Current use g
File | Edit Acquire Calibration Image ROI Binary Measure Reference Macao

W

New...
Open... Ctrl+F12
Ctrl+s

«port to TIFF Files...

Duplicate Ctrl+Shift+F12

Import/Export

Open/S Next

Merge Channels...

Merge ND Documents...
Stitch Large Image from Files...
Image Properties...

Print...

Report

Recent Files

Recent Folders

Exit...

Se abrird un nuevo Menu:

Save in Guia AR e

e
Recent Places
Desktop
=
Libraries
A

Computer

@

V@ R o @~ 2

a- M-
v @ crop

N

Ne items match your search.

v

@ cr! @ A0TF(2)
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Por cuestiones de metadatos, el formato de archivo recomendado para guardar las
imagenes es el formato propietario de Nikon, ND2 Image File Format (.nd2). Las
imagenes deben guardarse en la unidad “E”; por cada Jefe de Grupo existe una carpeta
en dicha unidad, favor de guardar sus imagenes en la carpeta perteneciente a su Grupo de
Investigacion. Si al momento de guardar la imagen capturada esta visualizada cualquier
pestafia que no muestre todos los canales capturados, aparecera el siguiente mensaje:

0 Do you want to save only selected channels (TRITC,Cy5)?

Only Selected All Channels ganCcl .l

Dar click en “All Channels”.

A Do you want to save only selected channels (TRITC,Cy5)?

Only Selected || { All Cha Cancel

click

Aparecera la informacién de la imagen (Image Properties), que son los metadatos de
captura:

Image Attributes
Filen

Fil

Image Field Custom Metadata | Acquisition Details

Clear All Fill by Defaults Edit Defaults...
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Para continuar, dar click en “OK”. Esto cerrara “Image Properties”, la imagen quedara
guardada y desplegara el nombre seleccionado como titulo de la ventana reemplazando a
“Captured”.

B cBcrR_20x_01.nd2
tymw™ - Aa-W-

A v @ crop

34. Una vez guardada la imagen, se puede proceder a buscar otra regién de interés.
Para esto, es mas rapido hacerlo directamente desde el estativo. Para ello, dar click
otra vez en “Eye Port:

click

35. Repetir secuencialmente los pasos 17, 18, 19, 30, 31 y 32 por cada imagen que se
desee capturar.

49



Ventana Live | Frozen | Captured

La ventana Captured aparece cuando se presiona el boton de “Capture”; y nos despliega
una imagen final. A continuacion se describirdn algunos comandos que pueden ser de
utilidad ya sea durante la captura o para las imagenes ya capturadas.

KA~ mw @ [ll=— - B

— 7
All TRITC W Cy5. lﬁ\ﬁlﬁ*om /  0.62pumjpx 3x12bit: 1024 x 1024 pixels N/A]

Al dar click derecho sobre la pestafia “Custom”, apareceré el siguiente menti:

Al TRITC W CyS MIDY Cusb—"

Extract selected channels

| -
| Properties...
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Al seleccionar “Properties...” aparecera el menu “Custom’:

Custom l_J&
TRITC Autoscale LUTs

Mcys
)

Reset LUTs

Copy channels
Extract channels

Select all

Deselect all

En este menu se pueden seleccionar los canales que unicamente se deseen visualizar en
la pestafia “Custom”; para inactivar canales simplemente deseleccionarlos y el cambio
sera inmediato. Para cerrar el menti “Custom”, solo dar click en la X de la esquina
superior derecha.

Split Components

En la parte superior izquierda de la ventana se encuentran iconos para cambiar la
visualizacion de la imagen, un ejemplo es “Split Components”:

HCaptured
Eaes a-W- 5. @ =

Split Components

Al dar click en ese icono, la ventana nos mostrard todos los canales capturados
simultaneamente, a un menor tamafo.
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Si se da click en el icono “Show Thumbnail of Merged All Channels”

Bl captured
Bz a-F-5GEL

Show Thumbnail of Merged All Channels

Adicionalmente se mostrara un canal con los canales empalmados:

Para volver a la vista normal, dar click otra vez en “Split Components”.




Escala

Las imégenes capturadas en el confocal estan automéaticamente calibradas; para desplegar
una barra de escala en la imagen hay que seleccionar el cuarto icono de la barra lateral
derecha de herramientas. El icono tornaré verde y se mostrara en la imagen una escala
predeterminada respectiva al aumento mostrado.

— m X
i Q@ @ 107% v
F ~

Dv

Si se quieren cambiar las caracteristicas de la escala predeterminada, dar click derecho en
el icono de escala. Aparecera el siguiente mend:

= m %]
il @ @ 107% v

E]v
’:lv
-

¥ v

T  Vertical
Horizontal

Burn Scale...

Default Scale Position
Lock Scale Position

Scale Properties... 53




Al dar click en “Scale Properties...” aparecera el siguiente menu:

Properties: Scale

Scale Font

Orientation Type

100 pm v
Line color: I -
Line width: (=== 4py
Background:

[[] Automatically adjust size

Una vez seleccionados los cambios deseados, dar click en “OK?”. La escala sera mostrada
con las caracteristicas seleccionadas:

TRTC WO WD\ Gstom / 0.62umfpx | xizbit: 1024 x 1024 pixels VA 54




VIIl. Mddulo Alplus Scan Area

Alplus Scan Area x

Zoom:

Pixel size: 1.24 Nyquist XY |v
Scansize: 1024 ¥ Rotation: 0
Width: 1024 Height: 1024
Dwell time: 2.4 ps

Pixel size: 1.24 ym Optical resolution: 0.87 pm

Z step size: 4.65 um Optical sectioning: 13.23 pm

Este médulo es util cuando estd corriendo el comando “Scan” del médulo Alplus
Compact GUI; nos permite visualizar y modificar la region de escaneo, aplicar rotacion
y aumento digital sobre alguna region de interés; también informa sobre las caracteristicas
especificas de la imagen, las cuales variaran con la combinacion de longitudes de onda
seleccionadas en “Channels”, objetivo a utilizar y del aumento digital.

ROI

Estos comandos permiten modificar el area de escaneo para que sea en modo completo,
rectangular, lineal o poli lineal. De igual manera, se pueden trazar regiones de interés
(ROI) personalizadas y ordenar la captura de dichas regiones directamente desde este

apartado.

55



Zoom

slider
—
B

M Valor

numeérico

Permite realizar amplificaciones digitales sobre el campo de vision. El valor puede
modificarse de tres formas; a) cambiando el valor numérico directamente en la casilla
correspondiente y dando “Enter”; b) moviendo el slider correspondiente a derecha o
izquierda con el mouse manteniendo presionado el boton izquierdo del mismo o ¢) dando
un click izquierdo en el valor numérico del slider del valor a modificar, luego
posicionandose sobre el slider y ahi girar la rueda del mouse hasta el valor deseado. En
cualquier caso, la ROI se presentara en color rojo. Si fuera necesario, mediante el mouse
puede desplazarse el nuevo ROI a la ubicacién deseada y una vez ahi, dar click derecho
para confirmar. EI ROl cambiara de color rojo a verde.

Alplus Scan Area x Alplus Scan Area x Alplus Scan Area x

2] = Cro edt | B% HE 2 = v | crop

Cambio de Click
aumento derecho

Rotacion

Si el aumento digital es diferente de 1, este comando permite rotar el detector Galvano
entre valores de 0 a 90 grados

Rotation: O
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Por defecto, se encuentra en 0. Si se desea cambiar, digitese el valor deseado y teclee
enter. EI modulo mostraré el cambio de orientacion.

Alplus Scan Area x

MF r— v | Crop

Alplus Scan Area x

7]

Nyquist XY

Establece el aumento acorde con la Teoria del muestreo para la generacion de una imagen
Optima en XY. Este aumento dependera de la combinacién de longitudes de onda
seleccionadas en “Channels” asi como del objetivo a utilizar. Para activarlo, dar click
sobre el boton “Nyquist XY, el cual se resaltara en color azul.

NyquistXY = =
click

Alplus Scan Area x Alplus Scan Area x

eal 22 v | Crop

Zoom: 1 Zoom:

MNyquist XY
Rotation: 0

Height: 1024

Optical resolution: 0.43 pm

Optical sectioning: 2.

Alplus Scan Area sin y con Nyquist XY activado. Se resaltan los cambios en la region de escaneo
gue son producidos al activarlo.
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IX.  Moddulo ND Acquisition

El médulo ND Acquisition permite realizar la captura de imégenes a lo largo del tiempo,
secuencial de regiones distantes, en Z, en A, de imagen en mosaico, o combinadas. Este
modulo se utiliza en conjunto con los modulos “Alplus Compact GUI” y “Alplus Scan
Area” para realizar su(s) funcion(es). Para la presente guia, solo se describira el apartado

de captura en Z.

ND Acquisition x

Experiment:

 EEEEEEEEEEEEEEEEEEE

DA
==
A5
[v] save to File
Reset K Path: E:WMTR\LA\161017\ Browse...
Filename: AB33_control 60x_2x con Record Data...

Bottom
Step: 0.4 um (o= 0.425pm [] custom Metadata
Bottom: 2446.05 pm Top: 2452 Timing...

e: Nikon A1lPiezo Z Drive \/ =
Bottom: -160.57

hutter during Z Movement Direction: ) Bottom to Top

quencer op to Bottom

(L
A%"g Run Z Corr ‘\7}{ Run now

Advanced >>

Moédulo ND Acquisition

Para esto, verificar que solo el casillero de Z esté seleccionado:

ND Acquisition X

l 000
D £ 1A [:] 000
Seas’ 000

ND Acquisition permite establecer la region de captura de Z de tres maneras diferentes:

“Defined by top bottom”

Bottom

0.4 pm <= 0,425 pm

Step:

Bottom: 2446.05 pm Top: 2452.8
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En esta modalidad el usuario define manualmente los limites superior e inferior de la
captura.

“Symmetric mode defined by range”

Agﬁ
4] 2366.73 abs|

-

ange: [30.05
= 4.25pm| 51 Steps MEREE

<-15.03, +15.02>

En esta modalidad el usuario realiza el enfoque de la region de interés y define un rango
que serd dividido de manera simétrica entre lo que esté arriba y abajo del punto fijado.

“Asymmetric mode defined by range”

4.25pm| 51

Above: +15.02

En esta modalidad el usuario realiza el enfoque de la region de interés y define un rango
de cuantas micras hacia arriba y cuantas hacia abajo requiere capturar a partir del punto
fijado.
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Movimiento en Z

El estativo cuenta con dos sistemas de movimiento en Z; el propio (Ti ZDrive) y un piezo
externo (Nikon Al Piezo Drive). La distancia minima que se puede obtener entre dos
imagenes en Z es de 30 nm con el Ti ZDrive y de 10 nm con el Nikon Al Piezo Drive.
Otra diferencia entre ambos a considerar radica en que el Nikon Al Piezo Drive es mas
rapido y mas preciso que el Ti ZDrive, sin embargo el rango del Nikon Al Piezo Drive
esta restringido a alrededor de 100 um, mientras que el Ti ZDrive no tiene limite en

rango.

Z Device: Nikon A1 Piezo Z Drive v | VA Piezo v

Ti ZDrive
Step-by-step Nikon A1l Piezo Z
Nikon A1 Piezo Z Drive

Para seleccionar cualquiera de ellos, dar click en el triangulo blanco invertido situado en
la parte derecha de la seccion y seleccionarlo mediante un click izquierdo.

Direccion de capturaen Z

Direction: |()|Bottom to Top

(@ |Top to Bottom

Esta opcidn permite elegir la direccion de captura, de arriba hacia abajo o viceversa. Para
seleccionarlo, dar click en los circulos localizados al lado izquierda de las leyendas
respectivas.
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X. CAPTURA DE IMAGEN MULTICANAL EN XYZ (Z-Stacks)

Para realizar este tipo de captura, la region de interés (ROI) deberd estar definida y los
canales a muestrear deberan estar previamente optimizados de acuerdo a lo explicado en
los apartados IV a VI de la presente guia. Cualquier duda con relacion a la calidad de la
imagen, favor de referirse a dichos apartados. La captura en Z puede ser realizada tanto
con el escaner galvanométrico estandar (Galvano) como con el galvanométrico resonante
(Resonant). Para este apartado, se utilizara una muestra que tiene los fluorocromos
AlexaFluor® 594 y AlexaFluor® 647, ademas se le capturara la luz transmitida por el laser
561y esto se realizara con el objetivo de 40x en XYZ con el escaner resonante y el Nikon
Al Piezo Drive. La captura en Z se realizara mediante el modulo “ND Acquisition” en
el modo “Defined by top bottom” y basada en los ajustes de captura establecidos en los
modulos “Alplus Compact GUI” y “Alplus Scan Area”.

36. Una vez detectado el campo a capturar, en el médulo “Alplus Compact GUI”,
seleccionar parametros que permitan un escaneo rapido de la muestra; por
ejemplo, un solo canal, modo normal, 1024x1024, 1/4 frame/sec y Ch Series
activado. Dar click en “Scan”. La region debera observarse en el monitor:

Captura de pantalla durante barrido de muestra de canal “Cy5” con escaner “Resonant”, “Scan”,
modo normal, 512x512, Zoom 1x y Ch Series activado.
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-8
B a-B-n® o - Alplus Compact GUI x

- 6 @ Galvano
Scan Capture Find

Z&S Eye Port AG | v

] csern O | Hiob 3051

Fps: 15.2; Frame Time: 65.6 ms Settings~

Pinhole 0.4 |1.2AU

AU calculated for: 646.8 '~ 14.0 pm

o000’ - -
DU4 || SD VF

Laser 402.4nm

Mono 12bit: 512 x 512 pixels

Alplus Scan Area x

2 — B9 F
Ii] - 2 E

35.00

Zoom:

Pixel size: 0.62 Nyquist XY | v
Scansize: 512 ¥ Rotation: 0 VA
Width: 512 Height: 512

Dwell time: 0.1 ps

Pixel size: 0.62 pm Optical resolution: 0.30 pm

Z step size: 0.42 pm Optical sectioning: 1.28 pm

Ventana “Live” y médulos Alplus Compact GUI” y “Alplus Scan Area” durante barrido de muestra
de canal “Cy5” con escaner “Resonant”, “Scan”, modo normal, 512x512, Zoom 1x y Ch Series
activado.




Cerciorarse que “Z Speed” del joystick est¢é en “Ex Fine” y que el modo de Z
seleccionado sea “Defined by top bottom”. Mientras esta activo “Scan”, desplazarse
hacia uno de los extremos (ya sea superior o inferior) de Z de la ROl mediante la perilla
de macro/micromeétrico del estativo, el digipod o la rueda del mouse posicionada sobre la
ventana “Live”. La imagen en “live” debera cambiar hasta que casi desaparezca la region
Z de interés. Como auxiliar de la direccion de profundidad a la que se esta dirigiendo,
puede fijarse en el cubo del modulo “ND Acquisition” y observar si va descendiendo o
ascendiendo. Para la presente guia, se comenzara por marcar la parte inferior. Una vez
ahi, dar click en “Bottom”.

=08
s NX AL~ peoE [ll=— B = B - B-un®q s~

v

N -

195/ 0.62um/px | Mono 12bit: 512 x 512 pixels IN/A]

Ventana “Live” durante barrido de muestra de canal “Cy5” mostrando la porcion inferior de la
muestra en Z.
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ND Acquisition x

eriment: ND Acquis

Top

Bottom

Bottom:

\5§: g Run Z Corr

37. Una vez marcada la porcion inferior, desplazarse hacia el extremo de la porcion
superior y una vez ahi, dar click en “Top”. A continuacion, dar click en “Scan”.
Esto detendra momentaneamente el escaneo de la muestra.

ND Acquisition x

Experiment: ND Ac

to File

E:WMTRLA
pottom

pm e=  0.425pm
Bottom: .20 Top:

De

\?}:- Run Z Corr

Una vez definido el “Arriba” y el “Abajo”, tendremos el grosor de la region a capturar
(Range):

ND Acquisition

Bri

Record Data...

Bottom:

P
Top to Bottom

\7}“'- Run Z Corr

Advanc
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Basado en la Teoria del muestreo para la generacion de una imagen éptima, el médulo
“ND Acquisition” sugerira el intervalo ideal para una apropiada reconstruccion en Z de
la region a escanear; esto se demuestra dando un vistazo al médulo “Alplus Scan Area”:

Alplus Scan Area x

Zoom:

Pixel size: - Nyquist XY |v

Scan size: Rotation:
Width: 512 Height:
Dwell time: 0.1 ps

Pixel size: 0.62 pm Optical res

Z step size: 0.42 pm Optical sec

0

512

olution: 0.30 pm

tioning: 1.28 pm

ND Acquisition x

- 1

Bottom

ep: 0.4 pmj «=  0.425pm
Bottom: 2661.20 pm Top:

Z Device: Nikon A1 Piezo Z Drive

[ ] Close Active Shutter during Z Movement

[ ] Use HW sequencer

-
'

ange: 13.40
Steps Range: 3

Relative Positions:
Top: +2.23 pm

Bottom: -11.17 pm

Direction:
(® Top to Bottom

Advanced >>
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38. Puede aceptar el intervalo propuesto por el modulo “ND Acquisition” dando click
sobre el boton con el valor que sugiere, puede introducir el valor de espaciamiento
en Z que usted desee en la casilla ’Step”, o puede introducir el nimero de cortes
que desee en “Steps”

pUm|ie= 0,925pm| 35

t t

39. Si es un intervalo de captura menor a 100 pum, escoger el dispositivo de
movimiento en Z “Nikon Al Piezo Drive”, si es mayor a 100 um escoger “Ti
ZDrive”:

Z Device: Nikon A1 Piezo Z Drive VA Piezo v
Ti ZDrive
Step-by-step Nikon A1 Piezo Z
Nikon A1 Piezo Z Drive

40. Para optimizar la velocidad de captura se recomienda asignar la direccion de
escaneo de la ultima posicion que se haya marcado (arriba o abajo) hacia la
direccidn contraria; la direccion seleccionada se mostrara en color blanco:

Direction: () Bottom to Top

(® Top to Bottom
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41.Una vez delimitados los pardmetros de captura, es preferible guardar
inmediatamente el archivo capturado. Para esto, hay que seleccionar el directorio
donde sera guardado el archivo. Del lado derecho del modulo “ND Acquisition”,
dar click en “Browse...”:

ND Acquisition x

Experiment:

B

Record Data...

Timing....

Bottom:

tom to Top
r Top to Bottom

.
T e ~4"g Run Z Corr

Esto abrird un cuadro de dialogo que nos permitira seleccionar el directorio para guardar
la imagen (no olvidar que solo se permite guardar las imagenes en el disco duro “E”).
También dara la opcion de crear una carpeta nueva (“Make New Folder”) si asi se desea.
Una vez en el directorio escogido, dar click en “OK”.

MR
0

EEEEE
"
i

B i
B
B Hikon
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42.La ruta del directorio seleccionado se mostrard en “Path:”. Ahora, en
“Filename:”, asignar nombre a la imagen a guardar respetando la extension
C‘.ndz,’

Experiment: ND Acquisition

Al == =|={=l={=}={={=|=]=} ==t ===~ ===l ==t ===l ===~ ]=l=]=]]
[¥] save to File

Path: E:\MTR\Guia A1R\v5 Browse...

Filename:] CB_CR_40x_zstack|nd2 Record Data...

Custom Metadata

Timing...

L d
%" Run Z Corr

43. En el médulo “Alplus Compact GUI”, activar los canales a capturar, asi como
las promediaciones de imagen respectivas (para el caso del Resonant se
recomienda 16x).

Alplus Compact GUI x

2

Scan Capture
28 Eye Port

Normal ’ i

Iv Ch.Setup
Settings~

Pinhole 0.4 |1.2AU
14.0 pm
-

SD'" || VF

Laser 402.4nm 0.0

q ] Laser 560.9nm 0.0

|Ei 60.00
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44. En el modulo “ND Acquisition”, dar click en “Run Now”

[
A4"# Run Z Corr

Time elapsed: 0:00:05  Time remaining: 0:01:23
Experiment Status:
® 7 Seri 3 of 35, configuring...

Remaining disk space : 3018GE

Detail Info

W Finish

En la parte inferior de “ND Progress” se muestran algunos comandos; si por alguna razon
se quiere terminar la captura antes de que termine en el rango indicado, se puede optar
por terminar la captura guardando lo capturado hasta ese momento dando click en
“Finish” o si se quiere reiniciar la captura antes de que termine dar click en “Abort”. Al
finalizar la captura, “ND Progress” se cerrard automaticamente.
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Ademas de “ND Progress”, aparecera una ventana de captura con el nombre del archivo
a guardar con un asterisco al final, que ird mostrando las iméagenes que se van capturando.
A diferencia de las ventanas “Captured” esta ventana tiene dos sliders en la parte inferior,
uno de tiempo de captura y otro de profundidad; y controles de reproduccion de la serie
de iméagenes. Ademas, esta ventana de captura permite la interaccion con los elementos
de canal y de Z mientras est& ocurriendo la adquisicion.

(M| CB_CR_40x_zstack.nd2* - m
" n N X A~ M v : +:ﬂ v ¥ = 11 ) & 152% v

N AN/ TRITC 4G5
0.62 pm/px 2x12bit: 512 x 512 pixels [N/A]

Ventana de captura en Z de muestra con canales “TRITC” y “Cy5” con escaner “Resonant”,
“Scan”, modo 16x, 512x512, Zoom 1x y Ch Series activado.
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45. Una vez concluida, la ventana de captura mostrara la imagen central de la misma:

(M| cB_CR_40x_zstack.nd2 Z(18/35): -6.80 ym
_' w N X 2] - I_ - tl ':
[m] = | u

46. Ahora se puede proceder a buscar otra region de interés. Para esto, es mas rapido
hacerlo directamente desde el estativo. Para ello, dar click otra vez en “Eye Port”:

EEES - K

click

47. Repetir secuencialmente los pasos 17, 18, 19, 30, 31 y 32 por cada imagen XY
que se desee capturar, y adicionalmente los pasos 36 a 44 por cada imagen XYZ.
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XI.  Opciones de Visualizacion de Imagenes XYZ

En la porcion superior izquierda de la imagen capturada en Z, apareceran una serie de
iconos con funciones de visualizacion:

E — - ..

Slices View

(™| °B_CR_40x_zstack.nd2 Z(18/35): -6.80 ym =08
TN FA~ |~ s 3~ H 11 @) @ 11% v
[m) =@ 22 0 0 u
Show Slices View

Al presionar este icono, se abrira una ventana nueva que mostrara la vista ortogonal de la
captura XYZ:

™ CB_CR_40x_zstack.nd2 - Slices Z(35)
Y N R Ly EEE]e
s .m. m Z-200m v
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Si se da click en “Z-zoom” aparecera el siguiente menu desplegable:

(™ cB_CR_40x_zstack.nd2 - Slices  Z(35) X
_' WINX E~|L/~ 5 HIE _ 5 1: | 116% v
Mode: Slices v v .Em -

® 25%

® 50%

® 75%

® 100%

©® 200%
© 500%

© 1000%

Se puede seleccionar una amplificacion mayor para XZ 'y YZ, por ejemplo, 500%:

M| CB_CR_40x_zstack.nd2 - Slices Z(35) -
J X P~/ "B - [_ - B 11 & 100% v
Mode: Slices v Ev .m A?4 Z-zoom v

0 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30 0:35 0:40 0:45 0:50 0:55 1:00 1:05 1:10 1:15

AR i1 ——

Au / TRITC 0. 2x12bit: 512 x 512 pixels
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Para desplazarse por la imagen a algun punto de interes, dar click izquierdo sobre €l para
que se despliegue el XZ y el YZ de las regiones localizadas sobre las lineas naranja.

Volume View
W] CB_CR._40x| zstack.nd2 Z(18/35): -6.80 um -3

YN NX B~ ~|sp Rl . | — FENCHONEEL
DRI

Show Volume View

Al presionar este icono, se abrird una ventana nueva que mostrara la vista volumétrica de
la captura XYZ:
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Seleccionando dicha ventana, posicionando el mouse sobre la imagen y manteniendo
presionado el click izquierdo se puede rotar en cualquier direccion que se desee; también
se puede girar la rueda del mouse hacia un lado o hacia el otro para acercar o alejar la
imagen:

Rotacion Acercamiento
(mantener presionado boton (girar la rueda del mouse hacia una
izquierdo del mouse y mover) u otra direccion)

Si desea ver posiciones arbitrarias, dar click en el comando “View Plane”. Aparecera un
menu desplegable con las opciones de visualizacion, donde puede seleccionar aquella que
desee visualizar:

W8] cB_CR_40x_zstack.nd2 - Volume  Z(35)
[ H] 2 N X DL [
Volume Options Sx &y ®:z & | viewPlane v | Blending: Alpha ¥ @ 3 -
DefaultX, Y, Z

XY
XY-
X2
Xz-

YZ
YZ-
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El programa utiliza un algoritmo para generar la vista volumetrica que por defecto la
genera utilizando la proyeccion de intensidad méaxima; si se desea cambiar el modo dar
click en “Blending: MaxIP” y dar click izquierdo sobre el modo que se desee:

Blending: MaxIP v E H

Alpha (Alpha Blending)
MaxIP (Maximum Intensity Projection)

MinIP (Minimum Intensity Projection)

AccumulatedIP (Accumulated Intensity Projection)

Depth Coded Alpha (Depth Coded Alpha Blending)

Depth Coded MaxIP (Depth Coded Maximum Intensity Projection)

Al seleccionar el nuevo modo automaticamente se desplegara la nueva vista:

Visualizacién Alpha Blending
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Es posible colocar escalas en la imagen, para esto se utiliza el comando “Show Scale”:

Show Scale

Para mostrarlas, dar click izquierdo sobre su icono. Las escalas apareceran en la imagen:

¥
200 pm

100 ym
318.198 pm

Tiled View

(M CB_CR_40x_zstack.nd2 Z(18/35): 6.80 um -3
2N X AL AN & v 1 @ Q1%
= e~ . ¢ m
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Al presionar este icono, se abrira una ventana nueva que mostrara todas las imagenes XY
de la captura XYZ, con su nimero de imagen y su profundidad relativa:

] CB_CR_40x_zstack.nd2 - Ties  2(35)

SN B, mW e

Del lado superior derecho de la vista en mosaico, existe un slider que permite realizar
acercamiento:

Tile Size:
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Al momento de seleccionar un nuevo valor de acercamiento, el cambio serd mostrado
automaticamente:

(™| cB_CR_40x_zstack.nd2* -Tiles 2(35)
N X F - l_ = . !| l! BE - ] 5 Tile Size:

0:10 0:15 0:20 0:25 0:30
—

A/ TRUC UCys Cusom  0.62 2x12bit: 512 x 512 pixels
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Maximum Intensity Projection

- CB_CR_40x_zstack.nd2 Z(18/35): -6.80 um X
INNA G~ | 44 R - | — OOt
[m] = ® =50 )
Show Maximum Intensity Projection

Al presionar este icono, se abrird una ventana nueva que mostrard la proyeccion de
maxima intensidad:

M cB_CR_40x_zstack.nd2 - Max Intensity Projection =08
I NN X B~ |f | sA PRl . | - FERORONEtIR
mEeEEl. 2w

0 0:10 0:20 0:30 0:40 0:50 1:00 1:10
g e e g g g oy ) ) ) ) ) e ) e ) ) ) ) [ = ) =)
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XIl.  Reutilizacion de Ajustes de Captura de Imagen.

Como se comentaba en secciones atras, las imagenes en formato.nd2 guardan una gran
cantidad de metadatos; entre ellos se encuentran los ajustes de captura de la imagen, los
cuales son utiles para reutilizar los ajustes de captura en el software, evitando la
calibracion de los mismos cada vez que se inicie una nueva sesion.

48. Realizar los pasos del 1 al 12 de la presente guia, para tener listo el programa “NIS
Elements C”” en modo confocal:

pys——

oIt = e

49. Dar click en el icono de “Open” o en “File | Open...”

ms-Elements AR [Curren
Edit Acquire Calibration

New...

File Edit Acquire Calibration

[

click
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Se abrird una ventana “Open Image” que permitira seleccionar el directorio y dentro de
él la imagen cuyos ajustes de captura se desea reutilizar. Una vez seleccionada, dar doble
click o click en “Open”

8/9/2016 2:34 PM LIM images 72,256 KB
8/9/2016 2:54 PM LIM images T4312 KB
8/8/2016 1:43 PM LIM images 86,652 KB
§/9/2016 3:08 PM LIM images 72,256 KB
D10zstack.nd2 8/18/2016 6:46 PM LIM images 303,565 KB
D12.nd2 8/8/2016 2:08 PM LIM images 63,004 KB
D12_zstack.nd2 8/18/2016 7:32 PM LIM images 344 548 KB
D14.nd2 8/9/2016 3:20 PM LIM images 54,780 KB
D14_zstack.nd2 8/18/2016 8:19 PM LIM images 385,528 KB
8/8/2016 2:36 PM LIM images 80,484 KB
8/16/2016 7:22 PM LIM images 295,364 KB
8/16/2016 7:56 PM LIM images 254,384 KB
8/8/2016 2:51 PM LIM images 79,452 KB
8/8/2016 3:06 PM LIM images 84,596 KB
8/8/2016 3:18 PM LIM images 63,004 KB
8/8/2016 3:31 PM LIM images 65,060 KB
8/8/2016 3:44 PM LIM images 72,256 KB
8/8/2016 3:59 PM LIM images 73,284 KB
8/8/2016 4:56 PM LIM images 67,116 KB
8/8/2016 4:12 PM LIM images 61,976 KB
8/8/2016 4:27 PM LIM images 72,256 KB
8/8/2016 4:42 PM LIM images 65,060 KB

-




50. Los ajustes de captura dependen en gran medida del objetivo utilizado para
generar la imagen; se debe tener en cuenta que en el software NIS Elements C la
reutilizacion de los ajustes NO cambia al objetivo utilizado, este se debe colocar
independientemente. Si se desea revisar el objetivo utilizado para realizar la
captura, sobre la imagen abierta dar click derecho, y se abrira un menu emergente:

3£ Move this Point to Center [-12770 pm; -1904 pm]

Move Z to this Position [2495 pm]
Add this Point to ND Acquisition

Paste
Split Component View

Ratio View

Ratio Properties...

Add New Equation View...
Correlation View

FRET View

Show ND information
Display User Events

0 01:00 02:00 03:00 0400 05:00 06:00 07:00 —
1 ) | v | Show Scrollbars

LILLLL R L L L))
MR NEEEN Toolbars

N\ Au /S TRITC & TD _ 2x12bit: 512 x 512 pixels

Brightfield Opadity (100%)...

Set Document as Uncalibrated...

Recalibrate Document...

Reuse Camera Settings
Reuse Device Settings
Reuse Optical Configuration
Reuse ND Setup

Use as preview in XYZ Overview
Rescaling Method
Add Attachment...

Image Properties... I, Alt+Enter

En este, seleccionar “Image Properties...”. Se abrira una nueva ventana:
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&

Image Propertes

Image Attributes
Filename: D10

(Build 1117)

Image Fields  Experiment Data | Recorded Data  Custom Metadata | Acquisition Details
Calibration (pm/fpx): 2.49 b
Optics:  Plan Fluor 10x DIC L N1 b
Type: F
SamplelD:
Author:

iption:

Capturing:

Sampling:
Location:
Date:
Condusion:
Infol:
Info2:

Fill by Defaults Edit Defaults. ..

Export all available information | Close

En la pestaiia “Image Fields” en el renglon de “Optics” nos desplegara el objetivo
utilizado para la captura de esa imagen. Una vez obtenido el dato del objetivo, se puede
cerrar la ventana “Image Properties” dando click en el boton “Close” o en la “X” de la
esquina superior derecha.
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51. En el estativo, seleccionar la region de interés y enfocarla con el objetivo
adecuado. Una vez seleccionada, pasarse a modo confocal cerciorandose que
“Eye Port” esté inactivo.

~

52. En la imagen abierta, dar click derecho. Se abrird el mend emergente:

s : Move this Point to Center [-12754 pm; -2056 pm]
Move Z to this Position [2495 pm]
Add this Point to ND Acquisition

Paste
Split Component View

Ratio View

Ratio Properties...

Add New Equation View...
Correlation View

FRET View

Show ND information

Display User Events
\VE Show Scrollbars

Toolbars

0  01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00 07:0¢ Brightfield Opadity (100%)...
0 1

Z ) THUNNNNINEREHNNNNHANECN nululul:ﬂnﬂuuuu HERNANENANN (T Set Document as Uncalibrated

N Al /. TRIT 5) 2x12bit: 512 x 512 pixel: Recalibrate Document...

| ReuseCameraSettngs |
Reuse Optical Configuration
Reuse ND Setup

Use as preview in XYZ Overview
Rescaling Method
Add Attachment...

Image Properties... I, Alt+Enter

Seleccionar “Reuse Camera Settings”. Los diferentes valores desplegados en los
modulos Alplus Compact GUI y Alplus Scan Area seran ajustados a aquellos
contenidos en la imagen reutilizada:
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0OC Panel x - Alplus Compact GUI x
F BB

All 4| 647 Confocal 4| 405 Con

Alplus Scan Area x

v | Crop

Normal

Zoom:

0
Nyquist 14.0
.0 pm

Rotation:

Height:

wp Laser 402.4nm 0.0

D

ND

Laser 560.9nm 0.0

OC Panel x

Zoom:

Laser 402.4nm 0.0

wp Laser 560.9 nm

Laser 646.8nm 0.0
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53. Repetir secuencialmente los pasos 17, 18, 19, 30, 31 y 32 por cada imagen XY
que se desee capturar, y adicionalmente los pasos 36 a 44 por cada imagen XYZ.
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XIll. Apagado del Equipo.

54. Si se han realizado varias capturas, se puede utilizar el boton “Close All” de la
barra lateral izquierda para cerrar las ventanas.

E| NIS-Elements AR

File Edit Acquire

-

® Do you want to save 'Captured 3 7

Save All Close Al
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Se puede elegir guardar una por una dando click en “Save”, o secuencialmente con “Save
All”. Si se desean descartar, dar click en “Close” o “Close All”. Una vez guardadas o
descartadas todas las imagenes, quedara la interface del programa:

55. Para cerrar el programa, dar click en el “X” de la esquina superior derecha:

EA- M~ A A

Alplus Compact GUI x

& & ==

Scan Capture Find Resonant

&S Eye Port AG |~

e | [=]
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Aparecera el siguiente cuadro emergente:

N

O R s e ] g e -
) This will end NIS-Elements AR on Nikon A1plus Confocal session.

Dar click en “OK”. Automaticamente se cerrara el software “NIS Elements”.

56. Enseguida, apagar los modulos del equipo en el siguiente orden:

a). Fuente de la lampara de luz de campo claro.
b). Controlador de la platina motorizada.

c). Fuente de la lampara de fluorescencia.

d) Controlador de obturadores (crema).

e) Controlador de obturadores (negro).

f) Piezo.

g) Unidad de laseres LU-NV.

h) Unidad de control del cabezal y los laseres.
i) Estativo del microscopio.
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57. Apagar los interruptores principales que se localizan del lado izquierdo del
cubiculo, cercanos a la puerta de acceso.

Apagado

58. Transferir las imagenes capturadas a la unidad de red “W”, para su posterior
manejo.

' o= e ]|

Kl » Computer » confocal (\1921683.112) (Wo) - Search confocal (\\192168.3.112) (W) P

Organize » 3 Open Burn New folder =« Ol @
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59. Para visualizar las imagenes fuera del equipo, solicitar el programa de instalacion
del NIS Elements Viewer al Responsable de la Unidad, e/o instalar el programa
F1J1 disponible en http://fiji.sc/
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