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DEMARRAGE ET MISE EN MARCHE DU SYSTEME 

 
1. Allumer le bouton « MAIN SWITCH » 

 
2. Allumer le bouton « SYSTEM PC » 

 
3. Allumer le PC et démarrer la session « LSM USER » 

 
4. Une fois la session Windows démarrée, allumer le bouton « COMPONENT » 
 
5. Allumer la lampe fluorescente 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sur le boitier ŘΩŀƭƛƳŜƴǘŀǘƛƻƴ du laser Argon : 
6. Vérifier que le bouton est sur « ON » 
7. Tourner la clé Power sur « I » 
 
Sur le petit boitier laser : 
8. Pousser le bouton vers le haut, position « LASER RUN » 
9. Quand la LED verte est allumée (5 minutes après étape 7) tournez le potentiomètre à 9h, sans que la 
ŘƛƻŘŜ ǊƻǳƎŜ ƴŜ ǎΩŀƭƭǳƳŜΦ 
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LANCEMENT DU LOGICIEL ZEN 

 
1. Démarrer le logiciel en cliquanǘ ǎǳǊ ƭΩƛŎƾƴŜ ZEN sur le  bureau. 

 
 
2. Choisir START SYSTEM pour ŀŎŎŞŘŜǊ ŀǳ ƳŜƴǳ ŘΩacquisition. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3. Le logiciel Zen se répartit en 3 parties: la gauche dédiée aux réglages des acquisitions, centrale pour 
ƭΩŀŦŦƛŎƘŀƎŜ ŘŜǎ ƛƳŀƎŜǎ Ŝǘ ŎŜƭƭŜ ŘŜ Řroite pour les images ouvertes. 
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REGLAGES DU MODULE TEMPERATURE ET CO2 
 

1. Ouvrir la fenêtre INCUBATOR. 
 
2. Entrer la valeur de la température souhaitée et cocher. 
 
3. Ouvrir la bouteille de CO2. 

 
4. Entrer le pourcentage de CO2 souhaité et cocher. 
 
Attention!!!  
A la fin de votre session, il faut impérativement décocher toutes les cases et fermer la bouteille de CO2! 
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OUVRIR FERMER 

ATTENTION! 
 Ne pas fermer la bouteille 
d'air! 
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 OBSERVATION AUX OCULAIRES 
 
1. Choisir le 1er onglet LOCATE 

 
2. Choisir l'objectif 

 
En ŦƻƴŎǘƛƻƴ Řǳ ǘȅǇŜ ŘΩƛƭƭǳƳƛƴŀǘƛƻƴ ǉǳŜ Ǿƻǳǎ 
observez, vous pouvez ensuite : 
 
3. Allumer/éteindreκŎƘƻƛǎƛǊ ƭΩƛƴǘŜƴǎƛǘŞ ŘŜ la lampe 

en lumière transmise 
 

4. Ouvrir/fermer le shutter pour la transmission 
 

5. Choisir le filtre "NoneLSM" 
 

6. Ouvrir le shutter de la lampe fluo, la petite 
diode bleue s'allume 

 
7. Choisir le filtre correspondant à votre 

fluorescence 
 

8. Ouvrir/Fermer le shutter pour la fluorescence 
 

9. Régler l'intensité de la lampe fluo 
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PRESENTATION DU STATIF 

 
Sur le côté gauche :  
 

1. Vis de mise au point 
 

2. sans fonction 
 

3. passage de camera à oculaire (Ne pas 
appuyer car non foctionnel) 
 

4. Optovar 1x 
 

5. Filtre de fluorescence précédent 
 

6. Filtre de fluorescence suivant 
 
 
 
 
Sur le côté droit : 
 

1. Vis de mise au point 
 

2. aŜǘǘǊŜ ƭΩƻbjectif en position basse 
pour installer votre échantillon 
 

3. aŜǘǘǊŜ ƭΩƻbjectif en position de travail 
 

4. sans fonction 
 

5. Passer à un objectif de plus faible 
grossissement 
 

6. Passer à un objectif de plus fort 
grandissement 
 

7. Ouvrir/fermer le shutter de la lumière transmise 
 

8. Ouvrir/fermer le shutter de la lampe fluo 
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ACQUERIR UN OU PLUSIEURS MARQUAGES 
 

 

1. Choisir lΩonglet ACQUISITION 
 

2. Cocher SHOW ALL TOOLS 
 

3. 5ŀƴǎ ƭŀ ōƻƛǘŜ ŘΩƻǳǘƛƭs LASER activer le 
laser 561 et/ou 633 si vous en avez 
besoin (Power On) 

 
4. Ouvrir SMART SETUP 

 
5. Puis dans DYE sélectionner les 

différents fluorochromes et leur 
couleur respective. 
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6. Plusieurs méthodes sont proposées : 
-FASTEST : ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀŎǉǳŞǊƛǊ ƭŜǎ ŎŀƴŀǳȄ ǎƛƳǳƭǘŀƴŞƳŜƴǘ Τ ŎΩŜǎǘ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ƭŀ Ǉƭǳǎ ǊŀǇƛŘŜ Ƴŀƛǎ ƭŜ 
ǇŀǎǎŀƎŜ ŘΩǳƴŜ ŎƻǳƭŜǳǊ Řŀƴǎ ƭŜ Ŏŀƴŀƭ ǎǳƛǾŀƴǘ όŎǊƻǎǎ ǘŀƭƪύ Ŝǎǘ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘΦ 
 
-BEST SIGNAL : cƘŀǉǳŜ Ŏŀƴŀƭ Ŝǎǘ ŀŎǉǳƛǎ ǎŞǇŀǊŞƳŜƴǘΦ /ΩŜǎǘ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ƭŀ Ǉƭǳǎ ƭŜƴǘŜ Ƴŀƛǎ ǉǳƛ ƭƛƳƛǘŜ ƭŜ 
mieux le Cross talk. 
 
-BEST COMPROMISE : compromis entre vitesse et réduction du Cross talk  
Exemple : le canal bleu et rouge sont acquis simultanément puis le canal vert est acquis seul. 
 
-LINEAR UNMIXING : utilise la capacité spectrale du système pour séparer simultanément les 
ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ŦƭǳƻǊƻǇƘƻǊŜǎΦ bŞŎŜǎǎƛǘŜ ŘΩŀŎǉǳŞǊƛǊ ǇǊŞŀƭŀōƭŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴǎ ƳŀǊǉǳŞǎ ŀǾŜŎ ǳƴ ǎŜǳƭ 
fluorochrome. Voir le chapitre correspondant. 
 
Remarques : Ces modes sont une base pour débuter la configuration. Ils ne sont pas toujours bien 
choisis par le soft par défaut. Vous devez les vérifier et pourrez les modifier par la suite. 
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7. 5ŀƴǎ ƭŀ ōƻƛǘŜ ŘΩƻǳǘƛƭs LIGHT PATH, chaque 
TRACK représente unŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ŘΩǳƴŜ ƻǳ 
plusieurs couleurs. 

 
8. Ajouter ou supprimer des séquences en 

appuyant sur +/- 
 

9. Adapter la détection ŘŜǎ ƭƻƴƎǳŜǳǊǎ ŘΩƻƴŘŜ 
en bougeant la fenêtre pour chacun des 
canaux. 
 

10. Ajouter ou supprimer des canaux avec +/- 
pour chaque séquence. 
 

11. Sélectionner si possible le même 
dichroïque pour chaque séquence, afin 
ŘΩŀŎŎŞƭŞǊŜǊ ƭŜ ǇŀǎǎŀƎŜ ŘΩǳƴe séquence à 
ƭΩautre.  
{ƛ Ǿƻǳǎ ƴΩŀǾŜȊ Ǉŀǎ ōŜǎƻƛƴ ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ ŘŜ 
dichroïque pour une acquisition, il faut 
choisir le filtre « Plate ». 
 

12. Activer le dichroïque 405 pour chaque 
séquence ƳşƳŜ ǎƛ Ǿƻǳǎ ƴŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŜȊ ǇŀǎΦ 
 

13. Cocher T-PMT pour acquérir des images en 
transmission ǎǳǊ ƭΩǳƴŜ ŘŜǎ ǎŞǉǳŜƴŎŜs. 
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14. Dans la boite ŘΩƻǳǘƛƭǎ CHANNELS, régler le 
pinhole sur 1 AU (unité ŘΩ!ƛǊȅύ pour 
chacun des canaux afin de bénéficier du 
meilleur rapport résolution/signal 

 
15. Mettre le GAIN (MASTER) à 550 pour 

chaque canal sauf T-PMT. 
 

16. aŜǘǘǊŜ ƭΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ Ŝƴ [L±9. 
 

17. Régler la puissance laser pour chaque 
canal 

 
18. Vous pouvez augmenter le GAIN 

(MASTER) pour diminuer la puissance 
laser nécessaire mais le rapport 
signal/bruit diminuera. 
 

19. Ne pas augmenter le DIGITAL GAIN sauf si 
le GAIN (MASTER) est déjà élevé.  
 

20. Vous pouvez régler le DIGITAL OFFSET 
pour améliorer ƭΩƛƳŀƎŜ Ŝƴ ǎǳǇǇǊƛƳŀƴǘ ƭŜ 
bruit, 
 

21. Pour faire les réglages du gain et de la 
puissance laser, il est recommandé 
ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ la palette de couleur prévue à 
cet effet en cochant « Range Indicator ». 
Dans ce mode, les pixels saturés sont 
rouges et les pixels noirs sont bleus. 
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22. 5ŀƴǎ ƭŀ ōƻƛǘŜ ŘΩƻǳǘƛƭǎ ACQUISITION MODE 
choisir la résolution (attention à 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴƴŀƎŜύ voir p12 
 

23. Se déplacer en Z pour trouver le plan 
ŘΩƛƴǘŞǊşǘ grâce aux mollettes situées sur le 
côté du statif. 
 

24. Choisir la vitesse de scan (plus elle est 
rapide, moins le rapport signal/bruit est 
bon) 
 

25. aƻȅŜƴƴŜǊ ƭΩƛƳŀƎŜ (AVERAGING) si le 
ǊŀǇǇƻǊǘ ǎƛƎƴŀƭκōǊǳƛǘ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ǎŀǘƛǎŦŀƛǎŀƴǘΦ 
Si ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ Ŝǎǘ ŦƛȄŞ ƭŜ ƳƻŘŜ LƳŀƎŜ Ŝǎǘ 
Ǉƭǳǎ ŀǇǇǊƻǇǊƛŞΦ {ƛ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ Ŝǎǘ ǾƛǾŀƴǘ  
le mode Line est préférable. (Methode 
mean est recommandé) 
 

26. [Ŝ ƳƻŘŜ ōƛŘƛǊŜŎǘƛƻƴƴŜƭ ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀƭƭŜǊ н 
fois plus vite mais  doit être correctement 
réglé sur un échantillon très contrasté, le 
réglage de la phase (Corr X) est donc 
important. 

 
27. Zoomer (attention au bleaching et à 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴƴŀƎŜΣ voir p12) 
 

28. Si besoin, déplacer la zone visible en zoom 
par rapport à la zone au zoom minimum. 
 

29. Si besoin, faire une rotation ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ 
 
 

30. Vous pouvez faire la même chose en 
déplaçant, réduisant, tournant le 
cadre 
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31. Vous pouvez zoomer directement sur la zone de votre choix en arrêtant le LIVE puis en cliquant sur 
/wht ǎƻǳǎ ƭΩƛƳŀƎŜΦ ¦ƴ ŎŀŘǊŜ apparait sǳǊ ƭΩƛƳŀƎŜ, la ligne bleue ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŜ ƭŜ Ƙŀǳǘ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ qui 
sera formée. Vous pouvez déplacer, faire une rotation, agrandir ou rétrécir le cadre, puis faire LIVE 
ou SNAP. 
 

 
 

32. Enregistrer votre configuration 
 

33. Cliquer sur SNAP ǇƻǳǊ ŀŎǉǳŞǊƛǊ ƭΩƛƳŀƎŜ 
 

34. Vous pouvez réutiliser les paramètres 
ŘΩǳƴŜ ƛƳŀƎŜ ŀŎǉǳƛǎŜ ultérieurement en 
ǎŞƭŜŎǘƛƻƴƴŀƴǘ ƭΩƛƳŀƎŜ Ǉǳƛǎ Ŝƴ Ŏƭƛǉǳŀƴǘ 
sur REUSE. 

 

 

 

 

 31 

32 

33 

34 
 



 

 

 13 

ECHANTILLONNAGE SPATIAL όwŞǎƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜύ 

 
Pour que vos images soient à la résolution optimale, la taille du voȄŜƭ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ Řƻƛǘ şǘǊŜ ŞƎŀƭŜ Ł ƭŀ ƳƻƛǘƛŞ 
ŘŜ ƭŀ ǊŞǎƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƻōƧŜŎǘƛŦ ǳǘƛƭƛǎŞ όŎǊƛǘŝǊŜ ŘŜ bȅǉǳƛǎǘύ. Sur un microscope confocal à balayage, la 
résolution latérale (en XY) est supérieure à la résolution axiale (en Z). 
 

�x Résolution latérale : 
 
Choisir la taille du pixel en modifiant 

1. le zoom : plus le zoom est important, plus la 
ǘŀƛƭƭŜ Řǳ ǇƛȄŜƭ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ Ŝǎǘ ǇŜǘƛǘ (page 10-
11). 

2. Puis ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴƴŀƎŜ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ όƭŜ ƴƻƳōǊŜ 
de pixels que contient votre image). 

 
3. Pour choisir automatiquement la résolution 
ƳŀȄƛƳǳƳ Ŝƴ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƻōƧŜŎǘƛŦ Ŝǘ Řǳ 
zoom, cliquer sur OPTIMAL. 

 
Lƭ Ŝǎǘ ƛƴǳǘƛƭŜ ŘΩŀǾƻƛǊ ŘŜǎ ǇƛȄŜƭǎ Ǉƭǳǎ ǇŜǘƛǘǎ ǉǳŜ ƭŀ ǊŞǎƻƭǳǘƛƻƴ ƻǇǘƛƳŀƭŜ όǎǳǊ-échantillonnage). 
9ƴ ǊŜǾŀƴŎƘŜ Ǿƻǳǎ ǇƻǳǾŜȊ ǎƻǳǎ ŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴƴŜǊ ƭΩƛƳŀƎŜ ŀŦƛƴ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ƭŀ ǾƛǘŜǎǎŜ ŘΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ Ŝǘ ŘƛƳƛƴǳŜǊ 
le blanchiment de la fluorescence. 
 
 

�x Résolution axiale :  
 

La résolution axiale est inversement proportionnelle à la 

taille du pinhole. Pour obtenir la résolution maximum de 

votre objectif, vous devez travailler avec le pinhole à la 

taille 1 U�Q�L�W�p���G�¶�$�L�U�\��(cliquer sur 1AU dans la boite 
ŘΩƻǳǘƛƭǎ /I!bb9[{ύΦ 

 

4. �3�R�X�U���R�E�W�H�Q�L�U���O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�Q�D�J�H���R�S�W�L�P�X�P���H�Q���=�����H�Q��
fonction du pinhole cliquer sur SMALLEST. 

 

5. Pour acquérir un pas plus grand rentrer 

manuellement la valeur dans INTERVAL. 

 

Si vous ne nécessitez pas de forte résolution, vous 
ǇƻǳǾŜȊ ŀŎǉǳŞǊƛǊ ǳƴ Ǉŀǎ Ǉƭǳǎ ƎǊŀƴŘ Ŝƴ ½ ŀŦƛƴ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ 
ƭŀ ǾƛǘŜǎǎŜ ŘΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ Ŝǘ ŘƛƳƛƴǳŜǊ ƭŜ ōƭŀƴŎƘƛƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ 
fluorescence. 
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