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O Cytation 5 é um leitor hibrido multi-modal de placas microbiolégicas, que inclui os modos
de intensidade de fluorescéncia (Fl), fluorescencia polarizada (FP), fluorescéncia resolvida
por tempo (TRF), luminescéncia, absorbancia de UV-visivel, imaging, and alpha. O leitor é
controlado pelo software Gen5, para a operacao, tratamento dos dados e analises.

Componentes externos
Figura 1l

Entrada para a dispensa dos injetores

Porta de acesso dos cubos de filtro

Botdo de ejecdo do suporte de placas

Tampa do suporte de placas

The power switch

|l | |WIN|R

Porta de acesso dos cubos de LED, filtros de imagem e objetivas

e Consideragdes gerais

O nobreak APC é mantido ligado sempre!

Usar o protetor plastico para prote¢do do equipamento apds o uso.

Assegure que a superficie da placa/lamina esteja completamente seca. Goticulas condensadas
podem comprometer o equipamento.

Retorne com a suporte branco de plastico para o suporte de placas (4 da figura 1) apds o

experimento. Nunca deixar um adaptador ou placa dentro do equipamento ao desliga-lo.



1. Para ligar o controlador de incuba¢ao com gases

1) Para experimentos em incubacdo com gases, demanda-se 20 minutos para a
completa estabilizacdo das condicdes.

2) Inicie ligando o controlador de gas (seta azul), em seguida o controlador de CO;
(seta vermelha).

ALARM
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CO02/ 02 Gas Controller

3) Regular a pressdo de CO; nos cilindros: pressdo na valvula reguladora do cilindro de
CO; deve estar entre 10 e 15 psi, nunca ultrapassar 15psi. No regulador da mangueira
“Airgas” a pressdao ndao deve ultrapassar 600. No controlador, a pressdo de CO; estd
estabilizada quando atingir 5,0.




2. Para iniciar o equipamento Cytation 5

1) Ligar o equipamento no botdo power switch (Seta verde). O equipamento levara
um tempo para reconhecer os componentes, e, por fim, a luz do botdo de ejeccao
do suporte de placas ( ) passara de vermelho para a cor verde.

2) Nesse momento, o compartimento de suporte de placas serd aberto. Retire a placa
branca (vermelho) e coloque sua placa, ou suporte adaptador com a lamina/dish.

3) Para fechar o suporte, aperte o botdo de ejeccdo do suporte para fechar tampa e
assim manter a ambientagdo no interior do leitor.



3. Programa Gen 5

1) Apenas inicie o programa Gen 5 apdés o equipamento ter completado o
procedimento inicial (botdo de ejecdo em verde).
2) Ao iniciar o programa, abrird o Menu com as opg¢des:
a. Read Now: para realizar leituras rapidas ou execucao de protocolos;
b. Imager Manual Mode: para aquisi¢dao rapida de imagens;
c. Experiments: acessar experimentos ja realizados;
d. Protocols: configurar protocolos.

et
@ Task Manager
_] Mew...
{_1 Existing protocol...
Recent
IS
= Pa
Imager Manual Made
=
Experiments Protocol Katia -wound healing assay 29-08-2018.prt
L {migracio Melissa 28.08.prt H
Protocols Take3 Application:
- Hucleic Acid Quantification
Instrument Contral
3.1 Aquisi¢ao rapida de imagem
1) Caminho: Imager Manual Mode (a) --> Capture now (b)
=
@ Task Manager
. (b)
% =i Capture now...
(a) Read Now f} Open...
Recent
= |
Imager Manual Mode
IE
Experiments
Protocols
Instrument Control || Create session from existing images




2) Selecione a objetiva (a), o filtro (b) e aperte o botdo “Find Image” (c)

Manual Mode Options

d) Objective: |4XPLFL
( ) i A ~ Objective: | 4% PLFL il
(b) color: |Bright Field v Color:
© | 10X PL FL
. 20 PL FL
(c) Find Image 40% PL FL
&0x PL FL
Exposure
LED Off Auto-OFf Objective: |4x PL FL v
LED intensity: .
Color: |GFP 469,525 -

GFP 469,525
RFP 531,593
CY5 628,685
Bright Field

Color Bright Field

\Irltegraﬁnn time: .

Camera gain: .

B

{d:l | Auto Expose I

Focus

<< £ | < Seek Home Segk > | | = ==

Current position: | 1392,5 pm

{e] Autofocus FM Scan...

Histogram

B ]

Caso o programa nao consiga regular automaticamente a Exposi¢ao e o Foco, vocé
poderad realizar este procedimento manualmente.

a. Exposicao: selecione o botdo “Auto Expose” (d). Apds estabilizar, vocé
podera alterar o ganho da camera e a intensidade do LED (Setas
verdes).

b. Foco: selecione o botdo “Autofocus”’(e) e regule manualmente nos

botdes == =l e 7| 73]

Se o problema de encontrar o foco persistir, siga o procedimento na pagina 17/18.



3) Selecione a lamina ou pog¢o desejado (a). Encontre os cortes/tecidos/células

utilizando as setas |*' para movimentar a posi¢do da cAmera.

Obs.: vocé pode alterar o tamanho do salto que a cdmera ira fazer
selecionando “Small step” (menor salto) ou “Large step” (maior salto).

(® Small step ‘

Well: Al <
O Large step

4) Para realizar a aquisi¢cdo da imagem basta clicar no icone (ol . Vocé podera
adquirir até quatro imagens. Apds adquirir todas as imagens, clique no botdo
“Review/Save”

Mouse XY: 2
B QO E| /OOA Abm || @0 Intensity: 46032

0]

X |6

REVIEW / SAVE

Cancel

IMPORTANTE: para a aquisicdo do Campo Claro Colorido sé é permitido adquirir uma
imagem.




5) Podera feito o processamento por regulagdo do contraste e brilho da imagem
(a) de todos os canais utilizados. Vocé pode alterar cada canal separadamente,

basta desmarcar a opgdo “Do for all channels” (Seta verde).

Control {E:I

B
Channel:

GFP 459,525 w

Channel properties. .,
Brightness:

- +

Contrast:

- +

Auto

\ Meutral Reset
Do for all channels

6) Para salvar clique no botdo “Save” (O procedimento de salvar as imagens é

descrito na pagina 21)
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3.2 Configuragao de protocolos

1) Caminho: Protocols (a) --> Create New... (b)

-- Task Manager

-

®

Read Now

(b)
J Create New...

B Open...

Recent

E]

Imager Manual Mode

Experiments

Protocols

-

{migracao Melissa.prt

{ Alejandra.prt

{Protocol 1.prt

{ Protocol treinamento.prt

{ Protocal Guiherme.prt

{ Protocol Katia -wound healing assay 29-08-2018.prt

i migracao Melissa 28.08.prt

i migracao Melissa 22.08.prt

{dhe 070818.prt

i migracao Melissa 15.08.prt

P
Instrument Control '@'

FAQ: Protocol vs. Experiment

Close

Editstep...

Delete step,..

Save

=



2) Selecione a opgdo “Standard Protocol” e apds Selecione o icone “Procedure”

Create New Protocol

Select Protocol Type:

(®) Standard Protocol

o

Data reduction is performed independently for each plate.

() Calibration Protocol

Standards or Controls on the Calbrator plates {one or more) are used to

analyze data on the 'Other’ plates.

Calibratar plates:

Initial 'Other’ plate count:

(O Multi-Plate Assay Protocol

Standards, Controls or samples are distributed across plates.

Mumber of plates:

All plates have identical layout

(0) Use several existing protocols on the same plate (paneling)

[ oo not show this dialog again

File  Protocol

Take3

Gen3 Image+ 3.03 - Protocel1Z

dow

OK

I | Cancelar | |

Ajuda |

Plate Layout
: Data Reduction
% Report/Export Builders

System

Help

3) Selecione o tipo de placa/lamina/garrafas/placa de petri que ira usar (seta
verde) considerando o fabricante (caso ndo saiba/exista, use as configuragcGes
default). Caso for usar placas, € OBRIGATORIO o uso da tampa, nesse caso
selecione “use lid” (seta vermelha).

/

N,

g Procedure - Cytation$ (US8) X g Procedure - Cytations (USB) \ X
selctsteps REEE = senctstes pateTpe | sevmLrum < D
Adtions i Actions Foverite Labware Name

Read Selectwels:  (®)Perstep OAtruntme Read Select well: v Greiner 24 well

Set Temperature Set Temperature v Corming 24 well

shake Description Comments Shake Descripton v 96 WELL PLATE

Dispense Dispense Whatman 96 flat bottom square wells

) 3 Trevigen 9-Well Comet Chip and Adapter

Knee Kinetic TPP 96 well TC Round battom

Start Kinetic Start Kinetic TPP 95 well TC Flat bottom

Monitor Well Monitor Well TPP 6 well TC

Append Reads Append Reads TPP A well TC

Pa P TPP 12 well TC

use
use Thermo 96 well UV Ster

Delay Delay Take3 Default

Flate Out/In Plate Out/In T75U Flask

Stop/Resume Stop/Resume 75 Flask

Process Mode Process Mode 25 uPlete Reader Carrier adaptor 1222210
_— e T25 Microscope Stage Adaptor-1452275
Well Mode Well Mode Slide Holder Muttispot

Plate Mode Plate Mode: Slide Holder All Mag. (w/AT mark)

Hit Pick Hit Pick Slide Holder 2¢-20x
Other Other X Seahorse XFp holder
e _ Seahorse XF36

Comment Comment Seahorse XF24

Options options |

= e




Select steps
Actions
Read
Set Temperature
Shake
Dispense
Kinetic
Start Kinetic
Monitor Well
Append Reads
Pause
Delay
Plate Out/In
Stop/Resume
Process Mode

Well Mode
Flate Mode
Hit Pick
Other
Comment
Options

4) As opgOes presentes para configurar um protocolo

sao:

a. Set Temperature: controle de temperatura.

b. Shake: configuracdo para agitacdo de
placas.

c. Start Kinetic: configuracdo de ciclos de
procedimentos ao longo do tempo.

d. Delay: para configuracdo uma pausa no
procedimento.

e. Read: todos os tipos de leitura.

f. Hit Pick: realiza leitura de fluorometria e

imagem.

a) Set Temperature: configure a temperatura desejada no espaco “Temperature”.

Ternperature Step

() Incubator OFF
(®) Incubator On

Temperature:

Preheat before con

*

Gradient:

o J=

fniting with next step

Cancel Help

b) Shake: configure o modo do movimento (“Shake Mode”), a duracao (“Duration”) e a
velocidade (“Linear Frequency”).

Sh

ake Step \ %
Shake Mode: Linear
Duration: ' 0:08 w1 MM:55 Orbital
Continuous Shake Double Orbital
Slower Faster
Linear
Frequency: . 567 cprn (3 mm)
Slow Fast
Cancel Help
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c) Start Kinetic: insira o tempo total do experimento em “Run Time” e, apds, insira a
duracgao dos intervalos entre cada ciclo de procedimento em “Interval”. O programa ird
calcular automaticamente a quantidade de leituras que irdo ser realizadas em “Reads”.

Kinetic Step \ >
\Run'ﬁme 2:00:00 = HH:MM:S5

Interval | 0:10:38 2! [™inimum Interval {requires reader)
Reads []1 read only (baseline)

Important: In imaging mode, the minimum kinetic interval varies with many parameters induding
the number of images per well, color channels, exposure settings and autofocus settings.

Please refer to the Help system for general guidelines.

Gance reb

d) Delay: insira a durac¢do de interrupc¢do dos procedimentos em “Delay Time”.

Delay Step >

Delay Time: o:ERko0 5 HH:MM:SS
Cancel Help

e) Read: as op¢Oes para leituras sdo:
i.Absorbance: leitura de absorbancia.
ii.Fluorescence intensity: leitura de fluorometria.

iii.Image: aquisicao de imagens

Para TODAS as opcdes, deve ser selecionado a opg¢do “Endpoint / Kinetic”

Detection Method Read Type
(®) Absorbance (®) Endpoint / Kinetic /
O Fluorescence intensity O Spectral scanning
O Luminescence O Area scanning

Fluorescence paolarization
() Time-resolved fluorescence
Alpha

() Image

11



i. Absorbance: ao selecionar esta opc¢do de leitura, na se¢do “Optics Type”

permite apenas a opgao “Monochromators”.
Optics Type

Filters
(®) Monochromators

Luminescence fiber

Na prdxima janela, vocé poderd selecionar quais pocos que serdo lidos em “Full
Plate” (seta verde), adiciona o(s) comprimento(s) de onda que serdo emitidos para a
realizacdo da leitura (seta vermelha). Vocé poderd configurar até 6 canais de
comprimento de onda para realizar as leituras desejadas.

Read Step % /

- rulpate
Wavelengths
O1 ®2 O3 O4 Os Os
450 450
i %
[ wavelength Switching per Well
Current selection: 6/56
Read Speed: Normal o| Edit
1 =z 3 4 5 8 7 3 9 10 " 12
[ pathlength Correction Edit Select All
A
=R

: - - -

: -

Cancel Help

ii) Fluroescence Intensity: na opcdo de fluorometria escolha entre duas
opcOes na secdo “Optics Type”: “Filters” ou “Monochromators”.

Read Method X
Detection Method Read Type
() Absorbance (®) Endpoint [ Kinetic
(®) Fluorescence intensity (") spectral scanning
I::) Luminescence O Area scanning

Fluorescence polarization

() Timeresolved fluorescence Cptics Type
Alpha (®) Filters
(") Image () Monochromatars

Luminescence fiber

Cancel Help

“Filters” = laranja ou Cy5; “Monochromators” = escolha o comprimento de onda
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a) “Filters”: Vocé escolha quais pocos serdo realizados a leitura em sua placa e
escolher até os dois filtros (laranja ou Cy5 — Vermelho). As outras configuragdes

sdo configuradas para uma leitura padrao. /
Read Step X

Step Label: <default> Full Flate

Filter Sets

o1

@2
Filter Set: Laranja Y
Ex: e

Em: Plug Vermelho (CY5)
Top 570 nm
Gain: <extended> | ‘ <extended> |

[CFilter Switching per Well

Read Speed: Mormal | Edit

Read Height: 7,00 mm Auto-Adjust...

Cancel Help
b) Monochromators: Escolha os pocos que serdo realizados a leitura em sua placa.
Acione para cada canal os intervalos dos valores de comprimento de onda de
Excitacdo (“Excitation”) e de Emissdao (“Emission”). Utilize até seis canais
diferentes para realizar a leitura. As outras configura¢des sao configuradas para
uma leitura padrao.

Read Step /

Step Label: Full Plate
Wavelengths
[ O1 (@F] @3 (oL} Os Os
Fluorophore: | | | | | |

Exditation: @ @ @
Emison: > (%65 [ | [sm =] [ew0 |[= |

Optics Position: Top | |Top w| |Top w

Gain: |<extended> | |<extended> | |<extended> |

Wavelength Switching per Wel

Read Speed: Mormal | Edit

Read Height: 7,00 mm Auto-Adjust...

Cancel Help

Observacgdo: Os valores de comprimento de onda, devem entrar como um intervalo.
Adiciona um valor centrar e um intervalo deste valor. Exemplo da imagem:
Comprimento de onda de excitacdo = 405 + 20 e de emissao = 465 + 20.

13



f) Image: ao selecionar esta opcdo de leitura, na secdo “Optics Type” permite apenas a

opcao “Filters”.
Optics Type

(®) Filters

Monochromators

Luminescence fiber

Selecione a objetiva desejada (seta azul) e quais os pogos que serd realizado a
aquisicdo das imagens (seta verde).

Imaging Step / Objective: s

Step Label: <default= Full Plate Binning:
Objective: X PLFL ~| Image: 1973 x 1457 m Channels
Iy 1 !
Binning: [J Autofocus binning L_. OF ETENN
Capture binning (affects exposure) Fluorophore |:|
Channels
[T O1 02 [OF @4
Fuoropre | | | | 1
Calar DAPI 377,447 ~  |GFP 469,525 +  |RFP 531,593 w | |cY5628,685 -
Exposure auto LY auto LY Auto Auto
i[5 | i[5 | wells: | Ful Plate wells: | 4/%6
Integration time: | 100 Integration time: | 100
Gain: El Gain: El
Options... Options... Options... Options...
i
[[] befine beacons =l
Herizontal offset from center of well (um):
Vertical offset from center of well (um): 1000]
(®) single Image Set
O Image Montage
(O tmage Z-5tack
Advanced options... Cancel Help

Vocé poderd escolher até 4 canais de luz (setas vermelhas) sendo eles: DAPI,
GFP, RFP, CY5. Além do campo claro monocromatioco (“Bright Field”) e campo claro

colorido*.
Channels
I 01 Q2 Q3 ®4
Fluorophore | | | | | | | |
Clor P> [papr 377,447 «| |cFP 469,525 «| |RFP 531,593 |cYs 625,685 I+
Exposure Auto Auto L= \ 2?;14;;?5;:?
Wells: o Wells: S Wells: o RFP 531,583
Bright Field
Options... Options... Options... Options...

*Realizar campo claro colorido permite utilizar apenas um canal.

Para configurar os elementos de exposicao (“Exposure”) o sistema possui duas
opcoes: “Auto” (automatico) e no modo manual. O padrdo do programa é o “Auto”

( ). Porém, vocé poderd realizar a configuracdo manualmente. Basta
, [}
desmarcar a opg¢do “Auto” e aperta no icone =,

14



O procedimento de configuracdo de exposi¢cdo é igual ao procedimento de
aquisicdo rdpida de imagem (se¢do 2.1). Apds configurar a exposi¢cdo, o foco e a
posicdo no espaco, basta clicar em “Save settings” no canto direito (seta vermelha).

A partir disso, as configuracdes de aquisicdo irdo aparecer na janela anterior
(seta azul):

Channels
1 o1

Fluorophare |

\ Color DAPI 377,447
Exposure Oauto

Save settings ten: [5 |
Integration time: | 100 Integrat

HElp Gain: EI

Cancel Options...

O programa permite ainda realizar dois tipos de experimentos: “Image
Montage”, que é a aquisicdo de uma série de imagem em um mesmo plano, e “Image
Z-Stack”, aquisicao de uma série de imagens ao longo do eixo z (planos diferentes).

Para configurar o experimento de montagem basta inserir o nimero de colunas
e linhas que formardao a montagem desejada (seta verde).

Maontage (rows x columns): x /_——-\\
Tile Overlap
("I No overlap (@) Auto for stitching (C) Custom '
Columns: 197 pm Rows:  14% [ ‘ """""
......... ©ooscoooos

Para configurar o Z-stack basta inserir o nimero de camadas que serdo
adquiridas ao longo do eixo (a) e/ou a distancia entre as camadas (b) e/ou a espessura
total desejado (c).

() Single Image Set Top-=
O Image Montage +a0 ?:;rﬂ
(®) Image Z-Stack
Mumber of slices: (a) E = | f-Fu:u:us
Step size: l:b:l pm i
Images below focus point: E =
Sample thickness: ':':) Hm B;ZUJ:;
-753,2 pm

15



Se vocé deixou a configuracdo de exposicao no “Auto”, se necessario,

selecionar a posicdo no pog¢o/placa/lamina que serd adquirido a imagem, deve clicar
[}
e §

no icone = e posicionar.

[ pefine beacons § | 4=

Horizontal offset from center of well {um): IZI
Vertical offset from center of well (pm): I:l

g) Hit Pick: esta fungdo permite realizar uma leitura de fluorometria e posteriormente
a aquisicdo de imagens apenas dos poc¢os que atingiram um determinado valor de
intensidade de fluorescéncia.

Para realizar este experimento vocé deve escolher qual dos filtros sera
utilizado, laranja ou Cy5 (seta vermelha), escolher em quais pocos serdo realizados os

procedimentos (seta verde) e ajustar qual o valor referéncia para escolher os pocos
que deveram ser fotografados (seta azul).
Hit Pick Step

Initial read step

Step label: <default> | ull Flate
Filter Set: Laranja - /

Ex: Hole
Em: Plug
Top 570 nm
Read Speed: Mormal + | Edit...
Read Height: 7,00 mm Auto-Adjust. ..
Hit pick criteria /
®@rrU 3000
() statistic Defin

Capture image if well is

Greater than ~+| the hit pick criteria

Exceptlions
Wells to always image: <no wells >
Wells to never image: <no wells >
Cancel

Help

16



5) Apds configurar todos os passos do protocolo, deve-se valida-lo. Basta conferir
se todos os passos constam na lista de tarefas e apds clicar em “Validate” (seta
vermelha). Se o protocolo ndo possui nenhum problema ele sera validado (seta

verde).
& Procedure - Cytation3 (USBE
Select steps Flate Type: | Slide Holder 2x-20x w | [Juse lid
Actions Cuvette
Read Select wells: (@) Per step () At runtime
Set Temperature
Shake Destription Comments
Dispense 1| Temperature: Setpoint 37 °C
Kinetic %vstart Kinetic [Run 0:10:00, Interval 0:01:00]
T Read: (F) Hole,Plug
Start Kinetic <& End Kinetic
Manitor Well
Append Reads ETIRDOP22Interface * »
Pause /
Delay | Procedure step sequence is valid.
Plate Out/In :
Stop/Resume
Process Mode
Well Mode
Plate Mode
Hit Pick
Other
Comment
Options /

Validate OK. Cancel Help

6) Cligue em “OK” e salve seu protocolo clicando no icone E e indique a pasta
de destino para o protocolo.

3.3 Execugao de protocolos
1) Caminho: Read Now (a) --> Existing protocol... (b)

@ Task Manager

_] Mew...

¥, Existing protocol... (b)

Recent

Imager Manual Mode

I

Experiments

|

Protocols

=

Instrument Control

otoco
otoco

A2a0

-

Close

17



2) O programa, antes de iniciar a execu¢ao do protocolo, pede para indicar o local
que sera salvo os resultados (no formato do Gen5). Selecione a pasta desejada.
Apds ele abrird a gaveta para que vocé confira sua placa e fecharad apds vocé
clicar OK no aviso que aparecerd na tela.

Load Plate *

Place the plate on the carrier.

Plate type: Slide Holder 2x-20x

Press OK when ready.

3) Caso vocé tenha pedido o controle de temperatura, ele abrird uma janela para
indicar a temperatura atual da camara até atingir o valor desejado.

Cytation5 (USB) - ®

Setpoint: 37C  Actual 32,3

4) Para cada tipo de leitura havera um tipo de saida dos dados.
a. Absorbancia e Fluorometria: se for realizada utilizando ciclo (Kinetic
mode), basta mudar as leituras no local indicado pela seta verde. Para

mudar entre os canais utilizados basta mudar no local indicado pela seta
vermelha.

B8 Gens Image+ 3.03 - Experiment8*

i File Plate Protocol Take3 Window System Help

Al

Plate 1

Matrix  Statistics

1 2 3

Vocé podera exportar esta tabela em formato de Excel. Basta clicar no icone
. Apbs abri-la no Excel, vocé deve salva-la na pasta desejada.

18



b. Imagem: Clique nas miniaturas das imagens adquiridas para amplia-las
(seta verde). Para fazer o processamento das imagens clique em
“Process...” (seta vermelha);

Gen Image+ 3.03 - Experimentd*

| Fle e Potocol Tke Window sptem Help

BAH. © b GBER. O
& Pt e

Matrix | Statistics e
| 1 I 2 ) 3 4 5
A
| edtimage Read #: * | [Show
B

Wel:

Select wel

[ wask || process.. || mnayze.. || cose | wousexv:o
Compostes

[IRead 2:RFP 531,593
2012

Show saturated pixels

Histogram
[

o for allchannels

Selecione a opc¢do “Image Preprocessing” e cligue em OK.

Process Tool x

1 want to edit the Image Processing step that produced this image

(®) T want to setup a new Image Processing s pply to this image

Select: Image Preprocessing
Image Deconvolution

Selecione os canais que deseja fazer o processamento. Para excluir um canal
basta desmarcar a caixa “Apply image preprocessing” e clique em ok.

Image Prepracessing X

Read 2:RFP 531,593

a [] Apply image preprocessing

Background: |Da.-k v

Use same options as channel 1

Background flattening size: [] Auto

(Rolling Ball diameter) | 342 pm
212 pixels
Priority: |Fast speed B
Image smoothing strength: | 0 Cydles of 3x3 average filter
| oK |‘ Cancel || Help
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Na janela de processamento, vocé podera alterar o brilho, contraste, adicionar
escalas, setas, etc. Apds o processamento, aperte no botdo “Save Image Set” (seta
vermelha). As opcGes de salvar as imagens estdo descritas na pagina 21.

¥ Image Processing e a X
D4

11 g W /OO0 A A, % i) Mouse XY: 409,762
> Image Collection
Show:

[ TsflRead 2:RFP 531,593]
43378

Histogram

|
Edit Settings /

Save Image Set

B&C
Channel:

Tsf[Read 2:RFP 531,593] +

Channel properties... Close
Brightness:
+
Contrast: g ¥
= s+ N y f . 1000 pm
Auto
Dlshow satur Neutral Reset
[JDo for all channels
Add image set Add step Cancel Help

Atencdo: para salvar as imagens em TIFF ou JPEG, é necessario realizar esses
passos.

c. Hit Pick: Como o experimento realiza leitura de fluorometria e aquisicao
de imagem, a saida dos resultados e os procedimentos sdo os mesmos.

3.3 Analise de experimentos

Para analisar, exportar imagens, processar imagem ou recuperar dados basta
clicar em “Experiments” (a) e selecionar o arquivo referente aos resultados desejados

(b).

x
@ Task Manager
E_b | Create Hew...
Read Now L Create using an existing protocol...
=%
i & open... (b)
=
Imager Manual Mode Recent
: Jpt i
E he fluo rep.xpt
{dhe fluo oss.xpt
EFELEE 0 11,00,18.xpt
SIM.Xpt 1
; '_ x4 SIM.xpt i
Protocols
— iv
Instrument Control '9:' FAQ: Experiment vs. Protocol
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3.4 Salvando Imagens em outros formatos
Para salvar as imagens em outros formatos vocé possui duas opgoes:

1) Save image raw data: As opc¢Ges de salvar a imagem consistem em salvar o
dado em escala de cinza no formato TIFF (arquivo original). Essa opcdo permite
a abertura do arquivo pelo programa e modificacbes posteriores. Ndo é salva
com barra de escala.

i) Save Channels as separate files: salva uma imagem para cada canal
(aconselhavel)
ii) Stack all images in a single TIFF file: salva uma imagem com todos os canais
sobrepostos.
2) Save image for presentation: salva a imagem em JPEG, PNG. Obs: N3ao é mais
aberta no programa. E salva com barra de escala.

i) Save entire image: salva imagem independe da mesma ter alteragcdes no

processamento.
ii) Save current display: a imagem salva é a mesma observada na tela (pds
processamento).
Image Save Options .

@ Save image raw data

Save raw, uncompressed gray-scale 16-bitimage in TIFF format. This option preserves
the entire image information {including metadata) and the saved file can be used for
further image processing and analysis.

Multi-channel image

Save channels as separate files

Stack all images in a single TIFF file

D Save picture for presentation

Save for use as a picture file in Office-type documents. This option can preserve color,
scale bar and zoom level, but some image information is lost and the file should not be
used for image processing and analysis.

Dimension

Save entire image (1 camera pixel resolution)
Sawve current display (WYSIWYG)

Incude
Scale bar

Zoom pasition in image

Concel | |1l
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4. Solugoes de Problemas recorrentes

PARA DAR FOCO MANUALMENTE

Caso ndo consiga configurar o foco utilizando a funcdo “Autofocus” ou pelas

setas ==/ [=| e [*| [**| Existe ainda outra op¢3o. Clique em “FM Scan...”. Nesta func3o,

o programa ird tentar localizar o melhor sinal de imagem para o foco. O programa gera
um grafico que devera ser proximo da imagem abaixo. Apds ficar pronto, clique em
“Set Focus Height to Max FM Ratio”.

Focus Metric Scan X
Focus Stop Scan
<<| ||| «Sesk Home Seek > | > [>>
2,6
\ Current position: | 1396,2 pm / 24
2,2
Autofocus FM Scan... -] 2
2
o
£ 18
- =
Histogram e 16
g 14
hd
120 et e
A e T
0,8
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Focus Position (um) /
N 200 | Access Objectve Set Foaus Height To Max P Ratio Close e

Compare o valor que ird aparecer no campo “Current position” (seta azul) e o
valor que aparece na barra superior da janela (seta verde) no campo “Botton
elevation: xxxx um” e anote o novo valor. l

Manual Made Options

Objective; | 4XPLFL

Color: | GFP 469,525 wel: | AL =] [z

(0, 0) i
Find Image

O “Bottom elevation” é o ponto inicial para o “Autofocus”. Quando o valor do
“Bottom elevation” para essa o tipo de placa estd diferente do valor onde se
encontrou o foco. Caso o valor seja muito diferente, vocé deverd configurar o “Botton
elevation” no sistema para que o equipamento consiga encontrar o foco
automaticamente.

Para configurar o “Botton Elevation” de laminas siga o caminho (setas
vermelhas) a partir da janela inicial.
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Na Barra inicial: System -> Plate Type. Escolha em “Plate Types” selecione o modelo
“Slide Holder 2x-20x”. Clique em “View/Modify” (a) e posteriormente em “Imaging
Parameters”. No topo da janela, insira o valor gerado a partir do grafico da funcao “Set
Focus Height to Max FM Ratio”.

Para configurar o “Botton Elevation” para placas siga o caminho (setas
vermelhas) a partir da janela inicial.

Na Barra inicial: System -> Plate Type. Escolha o tipo de placa mais préximo do
modelo que vocé esta utilizando e cliqgue em “Copy” (b). Insira as especifica¢cdes da
placa (informada pelo fabricante) nos campos destacados pelo retangulo verde.
Posteriormente em “Imaging Parameters”. No topo da janela, insira o valor gerado a
partir do grafico da func¢do “Set Focus Height to Max FM Ratio”.

3 Gens Image+ 3.03 - Experimentd™
File Plate Protocol Take3 Window | System | Help

[ E Insts t Configuration... -
@ o O Elu . nstrument Configuration E _* .
Instrument Control 3
V3
\ Diagnastics > B PlataTypy %
Plate Types...
Plate Types: e
Optics Library 3
Favorite Labware Name wells ™ Add Plate ...
Document Library O Mundon 96 flat bottom 6 T
O Nundon 95 round battom %6 SDWEre. .
Ic
E&‘ Administrator Login O PE 1/2 area plate 96 96 (3) T
O PE Biosystems 96 Cytoplate %6
iji User Setup... O PE Optiplate 384 well white 384 (b) ViewModify...
— O PE Proxyplate 384 well white 384
O PE Visiplate TC 24 well 24 o _
View/Compare...
Database Configuration... O Polyfiltronics 26 black dear bottom 96
ﬁ{r‘.\ Peteientee ] Seahorse 384 low volume white 384 Delete
b O Seahorse ¥F24 24
O Seahorse XF96 %6
O X Seahorse XFp holder 24 Export...
slide Holder 2x-20x 2
] Slide Holder All Mag. (w/A1 mark) 2 Import...
O Slide Holder Multispat 3
D T25 Microscope Stage Adaptor-1452275 1
O T25 uPlate Reader Carrier adaptor 1222210 1 W
Plate Description X Help
Name: lide Holder 2x-20x Catalogue = | oK I
Manufacturer: ‘ BioTek Instruments Inc. | ‘ 1220526 |
Cancel
Number of Rows: Number of Columns:
Hell
Plate Width: 85480 pm Plate Length: | 127750 pm B
Plate Height: 18000 pm Stacked Height: l:| pm
Plate Lid adds: 3500 pm [ indude Lid Parametels Lid Parameters...
Wells
Top Left¥: 26000 um Top Left X: | 53880 um \
Bottom Right ¥: 58480 um Bottom Right X: | 63880 um Imaging Parameters...
Well Diameter: 25000 pm Auto Map...
slide Holder
Slide Width: | 25000 pm Slide Length: | 75000 pm
— — .
Plate Description - Imaging Parameters
_ Bottom Elevation {1): 1355 pm é (Distance from top of carrier lip to focus position)
-~ -
I | A [ Define Accessible Bottom Focus Region

R N ]
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5. Finalizando os trabalhos
Ao finalizar todos os procedimentos:
12) Salvar os arquivos em CD/DVD ou enviar via e-mail/nuvem de armazenamento.
22) Fechar o programa Gen5
32) Desligar o equipamento no botdo “Power switch”.

42) Desligar o controle de gases (quando usado): feche as valvulas, e
posteriormente, desligue o equipamento de encubag¢do de CO..

52) Cubra o aparelho com a capa.
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