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DEMARRAGE ET MISE EN MARCHE DU SYSTEME

1. Allumer le boutork MAIN SWITCH
2. Allumer le boutork SYSTEM BC
3. Allumer le PC et démarrer la sessiobSMUSER

4. Une fois la session Windows démarréidumer le boutonk COMPONENT

5. Allumer la lampe fluorescente

r
4 =

Sur le boitieR QI £ A Y SylaserArgor? y
6. Vérifier que le boutorestsur« ON»
7. Tourner la cléPowersur« | »

Sur le petit boitier laser

8. Poussete boutonvers le hautposition « LASERUN»

9. Quand laLEDverte est allumég5 minutes aprés étap@) tournez le potentiométre a 9hsans quda
RA2RS NRdzAS yS aqQlffdzySo

o,

B e 9
v LAgg RMC 7812 22




LANCEMENT DU LOGIZHEMN

1. Démarrer le logiciel en cliquan & dzNZENQAlebirgas.

td

ZEN

- =

2. ChoisirSTART SYSTEbMrk OO S RS NJ hcdmisiioy dz R Q

Login ZEN 2012 |

© Boot Status

Start System Image Processing

3. Le logicielZense répartiten 3 partiesla gauche dédié aux réglages des acquisitions, centrale pour
f QF FFAOKI 3S RS #oitelpotit |66 SageSdiiver@@S.t £ S RS R




REGLAGES MODULE TEMPERATURE ET CO

1. Ouvrir la fenétre INCUBATOR.

2. Entrer la valeur de la température souhaitée et cocher.
3. Ouvrir la bouteille d&C0O2

4. Entrerle pourcentage de GQouhaité et cocher.

Attention!!!
A la fin de votre session, il faut impérativemeldéicocher toutes les cases et fermer la bouteille de!CO

Incubator

O Temperature (°C)

H Mount Fr

H Unit XL

& Atmosphere (%)

ATTENTION!
Ne pas fermer la bouteille
d'air!



OBSERVATION AORULAIRES

(159 ZEN 2012

File View Acquisition Maintain Macro Window Help

1. Choisir le ¥ ongletLOCATE

2. Choisir I'objectif
Locate
EnF2y OGA2Yy Rdz G@8LIS RQACf
observez, vous pouvez ensuite
3. Allumer/éteindrec OK 2 A & A NJ I l@mipy
enlumiere transmise

Assign

4. Ouvrir/fermer le shutter pour la transmission
5. Choisir le filtre "NoneLSM"

6. Ouvrir le shutterde la lampe fluo, la petite
diode bleue s'allume ? v
Off 17 % Closed
7. Choisir le filtre correspondant a votre
fluorescence Apeshire DS
HF ’

8. Ouvrir/Fermer le shutter pour la fluorescence

9. Régler l'intensité de la lampe fluo

HELE

Apochromat

40x/1.3 oilDic | W
M27

’ ‘ NoneLSM

Closed

\.,_, Lens 1x




PRESENTATION DU STATIF

Sur lecoté gauche:
1.
2.

3.

Vis de nise au point
sans fonction

passage de camera a oculaifde(pas
appuyercar non foctionnel) '

Optovar 1x

Filtre de fluorescence précédent

Filtre de fluorescence suivant

Sur le c6té droit

Vis de nise au point

a S ( U Ndgctif f e Dosition basse
pour installer votre échantillon

a S (i U Nj&tif entp@sition de travail

sans fonction ‘ L

Passer aun objectif de plus faible ‘ RL
grossissement

Passer a un objectif de plus fort

grandissement \;

Ouvrir/fermer le shutter dda lumiére transmise

Ouvrir/fermer le shutter dda lampe fluo




ACQUERIBN OWPLUSIEURS MARQUAGES

1. Choisir@ngletACQUISITION

(1;9 ZEN 2012

File View Acquisition Maintain Maco Window Help

2. Cocler SHOW ALL TOOLS

3.5Fya f1I & PASERSctie )
laser 56l1et/ou 633 si vous en avez
besoin (Power On)

B

Acquisition

4. OuvrirSMART SETUP nicoT EB1-GFP sas4- W H o

5. Puis dans DYE sélectionner les [alitairls « Show all Tools New
différents fluorocltomes et leur

couleur respective. o] ] (o] (0

Find Focus Set Exposure Continuous Snap

 Z-Stack 58 Slices
f Time Series 49 Images
Bleaching
Tile Scan
Vv Positions 8 Positions

Regions P Start Experiment

A DPsSS 561-10
Diode 405-30
A Argon 458, 488, 514

Q Laser Properties

Smart Setup




6. Plusieurs méthodes soproposées
-FASTESTLISNX S RQI Olj dzSNA N t 5a0®$ &t d AXSUXKZRY St
f S

LI a&dl 3S RQdzyS O2dzZ SdzNJ RI Yy a o)} ylf adza @l y i

A

-BESTSIGNAEK | lj dzS OF y It S&ad | OljdzAa aSLI NBYSyido / Q
mieux le Cross talk

-BEST COMPROMIStompromis entre vitesse et réduction du Cross talk
Exemple le canal bleu et rouge sont acquis simultanément puis le canaéseecquis seul.

-UNEAR UNMIXINGutilise la capacité spectrale du systeme pour séparer simultanément les
RAFFSNBylGa Ffd2NRLK2NBad® bSOSaaridsS RQI Ol dzS NA
fluorochrome. Voir le chapitre correspondant.

Remarques Ces modes sont une base pour débuter la configuration. Ils ne sont pas toujours bier
choisis par le soft par défaut. Vous devez les vérifier et pourrez les modifier par la suite.

Fastest Best signal e Best compromise Linear unmixing

Emission signal Speed

Cancel




7.

8.

10. Ajouter ou supprimer desanaux avec +/

11.Sélectionnesi possible le méme

12. Activerle dichroique405pour chaque © APD

13.Cocher IPMT pour acquérir des images e

51 ya I &PGHTPATR CRadz@Rs ta =0
TRACKeprésente us & Slj dzSy O
plusieurs couleurs

Channel
Ajouter ou supprimer desséquencesen
appuyant sur +/

Frame

Track1l Track 2
Adapter la détectiorRS a f 2 y 3dzS
en bougeant la fenétrgpour chacun des JRIEE$SE
canaux.

pour chaqueséquence

dichroiquepour chaque séquenceafin
RQI OO SKHISNSINE $¢@RzEzy

f atitre. A Use Dye Color Detector Range
{ A @2 dza y QlF dS1 LJ- a FO el 2] ChA N AR e
dichroiquepour une acquisitio, il faut 1 Chsl  415-727nm

choisirle filtre « Plate ». v mCherry Ch2 578-696nm
| Reflection

séquenceYs YS AA @2dza Yy 9 £ .
488/561/633 4 Visible light 3

transmissiord dzNJ f Qdzy' S sRSa M35 -045) | ()

NoneLSM '

|
Invisible light

b Focus  Incubator

T-PMT ‘:>u



14.Dansla boite R Q 2 d2BHANNBLSEgler le
pinhole sur 1 AU (unitéR Q! Apdlie
chacun des canaux afin de bénéficier ¢
meilleur rapport résolution/signal o

4. Channels  Sshowall @

Tracks Channels

 Track1 DAPI

15.Mettre le GAIN (MASTER& 50 pour mChe
chaque canatauf TPMT. ¥ Track2 EGFP
v + o Select All  Unselect All

16,aSGUNB f QF OljdzA aA G A

17.Régler la puissance laser pour chaq
canal
, o
18.Vous pouvez augmenterle GAIN 405 458 488 514 561 633
(MASTER pour diminuer la puissance 26
laser nécessaire mais le rapport
signal/bruit diminuera.

20
295

19.Ne pas augmentde DIGITAL GAIlsauf si 1.01 Airy Units = 0.8 um section 1TAU “max
le GAIN (MASTER) ésfa élevé

20.Vous pouvez réglete DIGITAL OFFSE
pour améliorerf QA Yl 3S Sy
bruit,

21.Pour faireles réglagesdu gain et de la
puissance Iser, il est recommandé
R Q dzii Ja fpaledteSde couleur prévue
cet effet en cochant Range Indicatos.
Dans ce mode, les pixels saturés soORE-ZERE:CY

rougeset les pixels noirs soritieus Auto copy from last acquired
+ Range indicator

218 |

+ Interpolation

Chi-TT Ch2T1 ChsiT2
- __ g -

Single Channel v/ Range Indicator Quick Color Setup

Reuse %% Crop Positions Stage

10



2251 ya f1I oACQUISITIeNN2O
choisir la résolution (attention &R EEIEET TR
f QSOKI y Gvaifpi22 yy I 35S0

~x Acquisition Mode « Showal [#

23.Se dépla,cer en pour trouver le plan e Plan-Apochromat 40x/13 Ol DICM27 '~

R QA y gr&dNdnimollettes situées sur |

cotédu statif. : ' Frame

1024

24.Choisir la vitesse de scan (plus elle €

rapide, moins le rapport signal/bruit es
bon)

25.a2 @ Sy Yy SN (AVERABINGSS le
NI LILI2Z NG &AA3AY Il f k6 Nbz
Sift QSOKIFIyldAttz2y Sai
LI dza | LILINBLINA S D { A
le mode Line est préférable(Methode
mean est recommandé)

26[ S Y2RS O0ARANBOGA?2
fois plus vitemais doit étre correctement
réglé sur un échantillortrés contraste le
réglage de la phse (Corr X)est donc TR I
important.

27.Zo0omer (attention au bleachinget a ; ‘
f QSOKI y ivaifp2R yy I 3S3 : .
28.Si besoin, éplacer la zone visible en zoo 5
par rapport a la zone au zoom minimum.

-
-
-
-

29.Si besoin,dire une rotationRS f QA Y Reset All

30.Vous pouvez faire la méme chose GESEENEEE
déplacant, réduisant, tournant le

Image Sipe: 2647 pm x 2647 pm
cadre 4 Hm X <5301

Pixel Size: 0.13 ym

1 L]

Resst All

11



31.Vous pouvez zoomer directement sur la zone de votre choeretant le LIVE puis esliquant sur
/| wht &a2dza f QAapparaifzN) i WAlGitleBSENS LINSaSy S  Suikl d
sera formée Vous pouvez déplacer, faire une rotation, agrandiréwécir le cadre puis faire LIVE
ou SNAP.

32.Enregistrer votre configuration ZEN 2012

File View Acquisition Maintain Maco Window Help

33.Cliquer suSNAR.J2 dzNJ | Olj dzS

34.Vous pouvez réutiliser les parametre
RQdzy S A Y| @t&ieuteddntazh
asSt SOGA2yYlyld QA
surREUSE

nicoT EB1-GFP sas4-

# Smart Setup « Show all Tools New

AF 0D 1 [ao]] )
Find Focus Set Exposure Continuous Snap

Reuse % Crop Positions Stage

12



ECHANTILLONNAGE SPATMIS 4 2 f dzi A2y RS f QAYI 380

Pour que vos images soieatla résolution optimalgla taille dwoE St RS f QA Yl 38 R2A{
RS I NBaz2fdziaAzy RS f Q206 88 O hidfoscdpé tdnfbcalSa balapayd, las
résolution latérale (en XY) est supérieure a la résolution axiale (en Z).

X Résolutionatérale :

Choisir la taille du pixel en modifiant
1. le zoom: plus le zoom est important, plus |
GrAffS Rdz LIAES f(pagé $0 W At dU isitspaviode: < showal &
11).
2. Puist QS OK I y RS ff 2OV W IE jactoe Siai-Atucnromat 40x/1.3 0l DICM27 '+
de pixels que contient votre image).

# Acquisition Parameter

Frame

-

3. Pour choisirautomatiquement la résolution e G2 1024 |7 1024 | ~
YFEAYdzY Sy F2yO0OGAz : ¢ ‘ Optns|
zoom, cliquer sur OPTIMAL.

& LI\ Eééhéndillonniigelra LISG A G &
28y 60K YEADAAGHSRI RQA

Lf Said AydzwiaAtS RQI@2ANJ RS I
9y NBOI yOKS @2dza L2 dzdST &
le blanchimentde la fluorescence.

X Résolutionaxiale:

La résolution axiale est inversement proportionnelle a la
taille du pinhole. Pour obtenir la résolution maximden
votre objectif vous devez travailleavec le pinhole a la
taile LUQLWp EHpderdur 1AU dans la boite
RQ2dziAta /1 !bb9[{0®

4. 3RXU REWHQLU OfpFKDQWLOORQQDJH RSWLPXP HQ = HQ
fonction du pinhole cliquer sur SMALLEST. 5

5. Pour acquérir un pas plus grand rentrer
manuellement laaleur dans INTERVAL.

Si vous ne nécessitez pas de forte résolution, vous

L2 dz&ST | Olj dzSNA NJ dzy LJ & LI dza& 3INI y
fl PGAGSaaS RQIOldAaAlGA2Y SO RAYA
fluorescence.
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