Manuel d’utilisation du ZEISS AxioObserver Z1 — version 1

1 / Préambule a I’utilisation du microscope Zeiss

Ne jamais utiliser de gants lors de la manipulation du microscope.

Le cas échéant, si vous avez utilisé la lampe HXP, vous noterez votre nom, la date
du jour et, a la fin de votre manip, la valeur indiquée par le compteur (vers 1800
heures, penser a changer la lampe) dans le cahier présent sur la paillasse opposée
au microscope.
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2 / Allumage de ’appareil

- Allumer de bas en haut les différents accessoires placés derriere sur I'étagere (1
a 4), puis allumer le contréleur de l'incubateur si nécessaire (5,
interrupteur au dos)

- Allumer le microscope (6) : bouton sur le cété gauche
- Allumer la camera (7) : le contréleur se situe au dessus du PC

- Démarrer I'ordinateur (8) et lancer la session Zeiss
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MTB2011 Testimages
Configurat...

F

desktop.ini zeiss

- Ouvrir la session ZEN de votre équipe (pas de mot de passe) : appuyer sur
“Login”

User Login

Name equipe CE

sword

Login® ChangePassword  Cancel

- Si_ besoin : allumer la lampe pour la fluorescence (la plus a gauche sur
I'étagere). Vous en avez besoin seulement pour les signaux rouge (type Cy3,
DsRed, TexasRed, alexa 546,...). Le reste des fluorophores sont gérés par
les LEDs.

- Calibration automatique de la platine motorisée : a faire seulement si vous avez
besoin de faire du multi-position, pour retrouver les coordonnees de vos
champs plus facilement (sinon, faire “Skip Calibration”)

Stage/Focus not Calibrated

The stage is not yet calibrated.
It is recommended to perform an automatic calibration before working with the system.

Caution!

Risk of trapping fingers and damaging the instrament. Ensure that people stand
clear of the instrument and that the full travel range is not obstructed by any
objects.

Calibrate Now Skip Calibration

Whether this dialog is shown can be configured in'the Startup options;




3 / Extinction de ’appareil

- Nettoyer les objectifs avec un papier optique si de I'huile a été utilisée
NE JAMAIS NETTOYER en appuyant sur la lentille de I'objectif a huile, passer le
papier délicatement par dessus

- Vérifier (au besoin en vous connectant sur le GRR directement accessible par un
lien sur I'ordinateur), si un utilisateur est inscrit juste aprés vous. Si ce n'est pas le
cas, éteindre selon les instructions ci-dessous.

Lien actuel du GRR : http://rddm503jc2.mnhn.fr/GRR_umr7196

- Fermer ZEN (ne pas sauvegarder les modifications du “Experiment manager”) et
éteindre 'ordinateur (8)

- Eteindre la camera (7)

- Eteindre le microscope (6) puis les différents accessoires (CO2 (5) puis de haut
enbas(4 a 1))

- Noter sur le cahier I'neure (et la valeur affichée sur la lampe si utilisée), puis
eteindre la lampe.

Ranger le matériel utilisé (ne pas laisser trainer de lames, gants, etc). Les lames
peuvent étre stockées dans le petit frigo ou dans le congélateur dans la salle
précédente. Tout matériel abandonné et non-identifié sera éliminé.

- Fermer la piéce a clé et ranger la clé dans sa cachette habituelle (étagére, sous
une boite de cones).



4 / Matériels disponibles

a- Les objectifs

Obijectifs a air : 10 X (phase Ph 1, DIC 1) et 20 X (DIC 1)
Objectif a huile : 63 X (DIC 111)

NE JAMAIS mettre d’huile sur les objectifs a air !
Si cela devait vous arrivez, nettoyez aussitdt avec un papier optique sec, puis avec
de I'eau milliQ (+absorber avec papier), puis finir avec de I'éthanol 100 %.

b- Les filtres

Dans le programme de base, les filtres sont installés et utilisés dans cet ordre
(acquisition de la position 5,4 ... 1 et 6) :

- 6.DIC

- 5. Cy7

- 4. Cy5 (alternative : Cy5 short)

- 3. DsRed (alternative : Cy3 short, TexasRed)

- 2.eGFP

- 1. DAPI

Pour changer un filtre, demandez au responsable technique. Ce n’est pas un geste
anodin !!

Changer un filtre :

1. Faire pivoter le loguet vers le bas




2. Tirer la roue de filtres
(la trappe s’ouvre toute seule)

Ne pas oublier de mettre a jour la MTB et de changer la configuration
chargée dans ZEN !



5 / Acquisitions avec ZEN 2012

a- Regarder aux oculaires

@ ZEN pro 2012

File Edit View Acquisition Graphics Tools Window Help

" New.. @ Open..

rqe

. Onglet “Locate” a sélectionner

Favaritec  "Confinnre

Dapi |7 GFP T DsRed &5 57 I

< Contréle manuel de l'illumination

DIC Oculaires 50-50% Camera Lights OFF

AF s ] [l ] (2]
Find Focus Set Exposure Live Continuous Snap

Orca Flash 4.0

E Light Path < Show Al &

— B €—— Ne JAMAIS y toucher si vous ne
= savez pas ce que vous faites !!
Bright Field Closed 2V

Colibri/Cofib... ¢

n—

Microscope... TL -0.1°C ApoTome

R - 2.
2 28 2

"

1 NS 37
© Software Autofocus

[Z' Movie Recorder



b- Faire une acquisition simple

2N | ZEN pro 2012
File Edit View Acquisition Graphics Tools Window Help

Neaa @ Onen

e MO Onglet “Acquisition” a sélectionner

— = Cgoi7x de[l)?a\ Ic::)?)nfiguration (préférer
y7 ->

¥ Smart Setup « Show all Tools

AE | o (o=l e (@)
Find Focus Set Exposure Live Continuous Snap @ |_|Ve Vlsuallsatlon par /a Caméra

U ZStack 67 Sices Snap : acquisition simple 2D
Tiles === s
Time Series  ---

All Channels per Slice

Start Experiment :
P> Start Experimen . . “ Ly sy
s € Voir chapitre “Acquisition avancée
< Show Al @

= Acquisition Mode

i ApoTome Mode F
4 Channels v 'Show Al [#

2 Focus Strategy
2 Focus Devices

E Experiment Designer

=| Z-Stack  Show Al
i Information on Experiment

B Auto Save




Onglet “Acquisition” -> Fenétre “Channels”

- sélectionner les canaux nécessaires

- déterminer le temps d’acquisition de chacun des canaux sélectionnées a 'aide du
mode “Live” (idéalement entre 10 et 500 ms, maximum 2000)

Ne pas hésiter a diminuer la puissance de la LED si le signal est trop fort

Onglet “Acquisition”

- lancer un “Snap” pour une acquisition simple en 2D du plan focal actuel :
attention, ne pas stopper le “Live” avant de faire “Snap” peut entrainer un bug
d’acquisition

M Channels  Show All

Cy7_Cy5_Cy3_GFP_DAPI _DIC-SpecialBillesTetraspeck v v Cy7

v Cy5
¥ Smart Setup o Show all Tocls v DsRed

V' EGFP
AE (o] {aml] o | (o] /DA
Find Focus Set Exposure Live Continuous Snap TL DIC

stinfie + " Focus Ref.
N Z-Stack 39 Slices

Tiles —== :
S = clects “ource CONBH
Time Series  ---
All Channels per Slice v ] e 470
P> Start Exp riment 0 fl = PUISSB.nCe
dela LED
«Sho tAll [
A — ™ v OrcaR2
' 200,00 T s Temps
s L ey
= Acquisition Mode 100% | - Auto Exposure Set Exposure d ac q u |S|t| on

HE AnaTama Made Shading Correction ‘Specific ¥ Define

L . Focus Strategy

0,00 pm

MR 4

2 Focus Devices
x

0 px - 0 px

nal Acquisition 5
v 'Set [Erase
[E Experiment Designer < Show Al (¥

= Z-Stack  Show Al k Full' Z-Stack v
i Information on Experiment
B Auto Save




6 / Acquisitions avancées

2N | ZEN pro 2012
File Edit View Acquisition Graphics Tools Window Help
I New... @ Open...

@ =
Acquisition

DAPI_GFP_DsRed_Cy5_Cy7 _DIC

¥ Smart Setup ¥ Show all Tools
A - G|
Find Focus Set Exposure Live Continuous Snap
Z-Stack : acquisition d’une pile d’images (3D) T T
Tiles : multi-positions (voir le chapitre associé) Thes B8 e
Time Series : programation d’un timelapse Lo

All Channels per Slice

All Channels per Slice : obligatoire pour une
acquisition en 3D

P> Start Experiment

Start Experiment : pour lancer I'acquisition A
avancee :

= Acquisition Mode

i ApoTome Mode I
A Channels ' Show Al [#
2 Focus Strategy

2 Focus Devices

E Experiment Designer

=| Z-Stack  Show Al [
i Information on Experiment

B Auto Save




a- Z-stack

= Z-Stack

First / Last

Set First

v Show All

v 9 pm

6,78 um

30
023 pm

024 pm

® Interval

Slice

s . L
——pmma

Start Auto Configuration

L4

Mode First/Last : déterminer le bas et
le haut de votre volume

Set Last : cliquer dessus lorsque
vous étes au dessus de votre objet

Intervale optimal selon I'objectif
(0,23 um au 63x)

Set First : cliquer dessus lorsque
vous étes en dessous de votre objet

Utiliser le mode “Center” en cas de Multi-positions (“Tiles”)
Z-Stack

Center

< Show All [

Center

1355 uym

59

023 uym
0.24 pm

® Interval

Slice

2T s

0,00 pm

Start Auto Configuration

Mode Center : déterminer
uniquement le centre de votre volume

Nombre de coupes optiques
nécessaires pour acquérir I'objet en
entier

Interval optimal selon I'objectif
(0,23 um au 63x)

Center : cliquer dessus lorsque vous
pensez étre au centre de l'objet

Bien vérifier la position de I'objet dans le volume défini, grace aux icbnes a gauche
(L, C et F). Corriger le centre si besoin, ou augmenter le nombre de “Slices”.



b- Tiles
 Show Al [¥

Advanced
Setup

| Live in Separate Container

©' Tile Regions

& Positions

0 um cisias Ajouter une position

Single Positions ! Position Arrays

Name Category L{um) Y{m) Z{um)

There are no single positions defined. Please use the
Add button above or the Advanced Setup to define new
positions.

Liste des positions en cours avec
leurs coordonnées

T
“Verify Positions...
0 Sample Carrier
©' Focus Surface
& Options
] 10% |7
y 7 Comb | Meander
Optimize Stage Travel

W Custom Stage Speed | 50.% >

Keep Number of Tiles Constant on Rescaling

B it Scenies inks Seplarats toes Option a conserver pour enregistrer
Stitching During Acquisition les aCC]UiSitionS une a une
™ Image Pyramid During Acquisition

Faire 2 acquisitions avant de lancer I'acquisition d’une liste de positions (pour
chauffer la machine)

Régrouper les différents champs dans un quart de lamelle, autant que possible,
pour limiter la perte de focus au cours de 'acquisition

Vérifier les différentes positions de la liste au moins 2 fois avant de lancer
I'acquisition

Attention a bien modifier les options de “Focus Strategy” avant de lancer
I'acquisition de la liste de positions (cf paragraphe suivant)



c- Focus Strategy

Pour des conditions classiques d’utilisation :

2 Focus Strategy v Show All [

None -

© Reference Channel

Fixed Z Current Z

Deés que vous faites une liste de positions (“Tiles”), il faut modifier les parameétres
comme suit :

7 Focus Strategy < Show All ¥

Absolute Fixed Z-Position v Coordonnée Z fixe

© Reference Channel

¥ Use Z-Position from Tiles Setup Utilise le Z enregistré dans la
te Z-Position [l  (SetClrrentZ liste de positions

d- Time Series

@ Time Series v Show All [
yration = OB Paramétres de durée totale de
As Long as Possible I’expérience
55 = Intervale entre chague série
' d’acquisition

Use Camera Streaming if Possible

H Measure Speed

Manual

Manual

Manual

Manual

& Switches
Switch




e- Apotome Mode

Vérifier les options avant de lancer une acquisition. Vérifier aussi que le module est
physiquement enclanché dans le trajet optique !

Les phases correspondent au nombre d’images acquises sur un méme plan focal
avant de les reconstruire par un algorythme, pour chaque canal

i ApoTome Mode

¥ Enable ApoTome

Pour chacune des images acquises, il faut cliquer sur “Create image” pour
transformer les “Raw data” en fichier .czi final

Onglet a sélectionner
Optical Sectioning Normalization

¥ Enable correction

Local bleaching
Off

correction

Deconvolution

Create image

f- Auto Save

& Auto Save

¥ Enable Auto Save

: : Choisir le dossier
D:\IMAGES\CQUlpe CE\Francois\FL140113 (D\ACQUISItIOﬂS-PC\GC{UIpe XXX)
Automatic Sub-Folder B
FL140113-3

Nommer son fichier
Close After Acquisition

DAIMAGES\equipe CE\Francois\FL140113\FL140113-3-03.czi




7 / Exportation des images

f’“:‘ F-Loll_Escude_0_Centromers_Apotome=MP.czi - ZEN pro 2012
s P
Graphics Tooks Window  Heio

“ Scale Bar

Onglet “Processing” a sélectionner

Single : exportation de Iimage en “Input”
Apply : lancement du processus

Spiit into RG2
Combine RG.E.
Calrulste Histogram
Spiit Scenes (Wiite fies)
Spiit Scenes

Spint Muitidiock Image

QL | @ Choix du processus : ici, exportation de
I'image “Image Export”
E——— Parametres pour une exportation en .jpg
w : (mettre a 100 %)

100 %/ -

DAMAGES\squipe (E\Francos)\FLISNTOE  «
o te folder

Input : choisir 'image a exporter




8 / Systeme de sauvegarde sur NAS2

3

Acquisition... Acquisitions

iR Vos fichiers doivent étre enregistrés dans votre
répertoire sur le disque dur du PC

Organiser v Inclure dans la bibliothéque v Partager avec v Gray

3 || faut ensuite les transférer vers NAS2

-
= 3 Nom
4. Favoris

B Bureau autcsave
| equipe_CE
equipe_CG
, equipe_JFR
4 B Bureau vrac

4 Biblicthéques

m

| Documents
> k=) Images
> rJ7 Musique
B vidéos
> ¥ Groupe résidentiel
> B zeiss
4% QOrdinateur
> & 05 (C)
4, DATA (D)
> 3. SRECYCLE.BIN
4 ., Acquisitions-PC

autosave
equipe_CE
equipe_CG
equipe_JFR

vrac

1 5 élément(s)

3

Acquision. Acqistions Les images sont transférées du PC vers le
o E— NAS2, dans le répertoire Imagerie de votre
L . equipe

ZEN \. ‘ v leur » Acquisitions (\\rddm503nas2) (Y:) »

Organiser v Grave| Neuveau dossier

: N'oubliez pas de supprimer les images
du PC une fois que le transfert est fini !

Iz Nom

4.7 Faveris
B Bureau

| Emplacements réfnts

J Imagerie_equipeCE
. Imagerie_equipeCG
& Téléchargements Imagerie_equipelFR
) Zeiss-Backup

.DS_Store

4 Bl Bureau
4 Biblicthéques
| Documents
> =) Images
> A‘r Musique
> B vidéos
> %@ Groupe résidentiel
> B zeiss
4% Ordinateur
» &, 0s(C)
a DATA (D)
> g Lecteur DVD RW (E:)
4 9 Acquisitions (\\rddm503nas2)
. Imagerie_equipeCE

11

) Imagerie_equipeCG
Imagerie_equipelFR
) Zeiss-Backup
> ¥ public (\\rddm503nas) (Z:) =it

5 élément(s) Etat hors connexic... Connecté
Hors connexion : Non disponible




