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Aperçu

Le système FluoPulse™ est conçu pour les mesures de photométrie en durée de vie de fluorescence chez des animauxen mouvement libre. Le système est conçu pour des senseurs à durées de vie comprises entre 1 ns et 10 ns. Cedocument explique le fonctionnement du système FluoPulse™ et ses principaux composants. Il fournit une liste del’équipement et démontre comment connecter, installer et configurer le système FluoPulse™.
Le système FluoPulse™ se compose principalement d’un Cube FluoPulse™ (Section 1.1) et d’une Console FluoPulse™(Section 1.2), comme illustré à la Figure 1.1. Le Cube FluoPulse™ génère et reçoit les signaux optiques. Le CubeFluoPulse™ est configuré par l’utilisateur lors de la commande et contient les lasers, détecteurs, filtres et ports à fibrechoisis. La Console FluoPulse™ déclenche les lasers, collecte, synchronise et traite les données provenant du CubeFluoPulse™, puis envoie ces données à un ordinateur via un lien USB avec le logiciel Doric Neuroscience Studio (DNS).Les calculs de durée de vie sont effectués dans DNS et affichés dans un environnement convivial.
Pour l’utilisation de DNS dans le contexte du suivi de la durée de vie de fluorescence, veuillez consulter le derniermanuel utilisateur de Doric Neuroscience Studio, sous la section Support de la pageweb.
La connexion et l’alimentation du système FluoPulse™, ainsi que les fonctions de base dans DNS, sont expliquéesau Chapitre 2. De plus, une instruction courte et détaillée étape par étape expliquant comment calibrer l’unité eteffectuer les premières mesures sur des échantillons y est donnée. Enfin, le Chapitre 3 présente brièvement la méthoded’échantillonnage de forme d’onde à faible puissance utilisée par le système FluoPulse™.

Figure 1.1 – Système FluoPulse™
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1.1 Cube FluoPulse™
FluoPulse™ Cube est une unité modulaire configurable du système FluoPulse™ contenant tous les composants optiquesspécifiques. Il comprend les lasers d’excitation, les pilotes, les détecteurs, les dichroïques, les miroirs, les filtres et lesports à fibre avec collimateurs. Le Cube est illustré à la Figure 1.2.

Figure 1.2 – Cube FluoPulse™
Bien que les cubes puissent être configurés différemment (FLPC4, FLPC5, FLPC6, etc.), variant en fonction du nombred’excitations et de détecteurs, chaque cube est composé de ports communs (Fig. 1.3 & 1.4), incluant :

1. Port échantillon (S) (réceptacle FC/PC) : Se connecte à un Câble à fibre optique mono-fibré à faible autofluorescenceou à un Joint rotatif à fibre optique attachée allant vers l’animal. Le port de fibre échantillon est un port optiqueFC/PC où la fibre accédant à l’échantillon est insérée. Nous recommandons d’utiliser une fibre de diamètre decœur de 400 µm pour maximiser la collecte du signal et avec une NA de 0,37 pour minimiser l’autofluorescence.
2. Ports d’excitation laser (E) (connecteur SMA) : Les ports d’excitation E1, E2 et E3 se connectent aux portsE correspondants de la Console FluoPulse™. Ces ports reçoivent les signaux de déclenchement numériquesqui initient les impulsions laser. Le FluoPulse™ Cube dispose d’emplacements pour jusqu’à trois lasers. Selon laconfiguration, ces emplacements peuvent être équipés de lasers à diode émettant à 405 nm, 450 nm, ou 488nm.
3. Port optogénétique (O) (réceptacle FC/PC) : Connecte le cube à une source lumineuse via une fibre optique afinde permettre une stimulation optogénétique simultanée du site enregistré chez l’animal. Ce port est optionnelet est placé en face du port échantillon. Il est destiné aux sources lumineuses de 560-570 nm ou 630-640 nm.La source lumineuse optogénétique ne peut être utilisée que s’il n’y a pas de chevauchement spectral avec laseconde fenêtre de détection.
4. Ports d’émission du détecteur de fluorescence (F) (double connecteurs SMA) : Deux câbles coaxiaux se con-nectent aux ports F correspondants de la Console FluoPulse™. Ces ports transmettent le signal de forme d’ondede durée de vie des détecteurs vers la console. Il est important d’assortir la polarité des sorties et entrées desdétecteurs sur le FluoPulse™ Cube et la Console. Dans certaines configurations, l’ordre de polarité est différent etles câbles coaxiaux devront être croisés afin d’associer “-” avec “-” et “+” avec “+” (comme illustré à la Fig. 2.1).
5. Interrupteur d’alimentation : Active les photodétecteurs et amplificateurs pour tous les canaux. Une LED d’in-dication montre que le Cube est allumé.
6. Entrée d’alimentation 12 V : Se connecte à l’alimentation 12V fournie. Notez qu’une seule alimentation peutalimenter à la fois le FluoPulse™ Cube et la Console via un câble d’alimentation en Y.
7. Tiroirs à filtres :

— Filtre passe-bande : Emplacements pour filtres chromatiques devant chaque détecteur. Les filtres limitentdavantage la bande de longueur d’onde transmise aux détecteurs. Ex. Dans la fenêtre 500-550 nm, un filtre520/40 nm est généralement inséré.
— Filtre à densité neutre : Chaque laser dispose d’un emplacement pour un filtre à densité neutre (ND). Sil’excitation laser est trop élevée pour un échantillon spécifique, il est possible d’atténuer un laser particulieren insérant des filtres ND dans le logement correspondant. Les filtres ND suivants sont fournis avec le CubeFluoPulse™ : filtres de transmission 10% et 25%. Notez que la puissance au niveau de l’échantillon dépendégalement du type de fibre et des autres composants insérés dans le trajet optique.
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8. Bouton de réglage du détecteur : Ajuste la sensibilité de chaque détecteur. Pour augmenter le gain, tournez
dans le sens horaire ; pour diminuer le gain, tournez dans le sens antihoraire.

REMARQUE : Il est fortement recommandé de garder le port de �bre et tous les emplacements de �ltres fermés en
permanence a�n d'empêcher la poussière d'entrer dans leFluoPulse—Cubeet de dégrader les composants optiques.

Figure 1.3 � Composants du Cube FluoPulse—(dessus)

Figure 1.4 � Composants du Cubes FluoPulse—(derière)
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