Plateau technique d'imagerie cellulaire
d'Infinity-Purpan

Janvier 2009
Mise a jour : Mai 2022

Mode d'emploi

Microscope confocal
Zeiss LSM710

Plateau technique d'imagerie cellulaire d’Infinity-Purpan
Sophie Allart - sophie.allart@inserm.fr
Simon Lachambre — simon.lachambre@inserm.fr

Tél: 05.62.74.45.78 - 05.31. 54.79.01

GenoTouL

TRI




s 2>
D

e

& %
=

7./,
&

W Scannez-les - Try to scan them

Pour Jré|écl\arje,r le /\

Jrqu orie,l sur Vo{ re

%éléFl\one, ou voJfre, & \

JraUeHe, To onm|oa4 H\e, Jrquorial
on jour FL\one, /Jra&)le,Jr

Pour se re,nclre, sur le /\

siJre, c{e, rése,rvajrion

To 0 on H\e ‘)ool(in
j We,ksiﬂ j

Plateau technique d'imagerie cellulaire d'Infinity-Purpan
Sophie Allart - sophie.allart@inserm.fr
Simon Lachambre — simon.lachambre@inserm.fr

Tél:05.62.74.45.78 - 05. 31. 54.79. 01

6 : glgﬁci-rauu_




10

12

21

25

28

30

33

34

Allumage du systeme - System start-up

Fonctionnement du statif - How the stand works
Observation aux oculaires - Observation using eyepieces
Controéles manuels - Manual controllers

Réglage du Kéhler - Kéhler adjustment

Présentation du software - Software presentation

Menu Acquisition - Acquisition tab

Acquisition dune image - Image acquisition
Récupérer les parametres de son image - Load your image parameters
Charger une configuration - Load a predefined configuration
Régler les parametres d'acquisition - Adjust acquisition parameters
Image en multicouleur - Multicolor imaging
Image en transmission - Brighfield imaging

Comparaison d'intensité - Intensity comparison

Acquisition dune pile dimage - Z-stack acquisition
Meéthode "First/Last’- First/Last method

Méthode "Centrer’ - Center method

Multiposition et mosaiques - multiposition and tiles
Multipositions en 2D - 2D multiposition
Multipositions en 3D - 3D multiposition

Mosaiques - Tile scan imaging
Acquisition au cous du temps - Time lapse imaging

Fin de la session - End of the session
Sauvegarde des images - Data backup

~
Extinction du systéeme - Shutdown the system
Reécapitulatif des étapes - Step summary \O

Module spectral - Spectral module



W Allumage du systéme - System start-up $¢
N7 NF

1 Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Systems/PC" - On the MAIN
SWITCH box, push the 'Systems/PC" button

2 Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Components” - On the MAIN
SWITCH box, push the ‘Components”button

3  Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Main Switch" - On the MAIN
SWITCH box, push the "Main Switch” button

MAIN SWITCH

ON E ol
OFF Of

N
FF
SYSTEMS/PC COMPONENTS

4  Sur le gros boitier LASOS, tournez la clé du laser argon (488) - On the big LASOS box,
turn the key of the argon laser (488)
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5 Attendre que l'écran a droite du microscope ait fini de charger pour lancer le logiciel ZEN
2009 - Wait until the screen on the right hand side of the microscope has finished
loading to start the ZEN 2009 software

6 Cliquez sur "Start System” sur la boite de dialogue du logiciel - Click on ‘Start System” on
the software dialog box

Login "ZEN 2005"

Laser Scannij ieroscope LSM 710
» Bool

Image Processing

Apres avoir attendu quelques minutes, basculez vers le haut le commutateur du petit
boitier LASOS sur "Run’ - After waiting for few minutes, tilt the switch of the small
LASOS box up to 'Run”.
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9 0
W& Fonctionnement du statif - How the stand works &

D Observation aux oculaires - Observation using eyepieces

Plusieurs objectifs sont présents sur le 710 - Various objectives are available on the 710:
> 20x ON 0.8 DRY
> 40xON 1.3 OIL

> 63xON 14 OIL

1 Pour commencer, vérifiez que vos lames soient propres et sans condensation - First,
check that your slides are clean and condensation-free

2  Sur le moniteur, cliquez sur "Load position” puis "Set Work Position" pour descendre la
tourelle d'objectif au plus bas - Click on "Load position” and then 'Set Work Position" to
move the objective turret to the lowest position

3 Dans le logiciel, cliquez sur longlet "Ocular” puis 'Online” - On the software, click on
‘Ocular”then "‘Online”

Fluorescence | Shutter On Shutter Off

Online Offline

Configuration GFP

Assign GFP DsRed

Ocular

» Avec l'écran tactile - By the touch screen :

1 Cliquez sur l'onglet "Microscope” - Click on the ‘Microscope'tab
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2 C(Cliquez sur longlet "Objectives” et cliquez sur l'objectif que vous souhaitez utiliser -
Click on the "Objectives” tab and select the objective you want to use

o |

Automati

3 Placez votre échantillon sur linsert et ajuster les ailettes a la lame - Place your
sample on the insert and adjust the blades to the slide

» Enlumiére transmise - In brighfiel imaging

a

Cliquez sur longlet "Reflector” et sélectionner ensuite le filtre "Empty Module" -
Click on the "Reflector” tab and then select the "Empty module” filter

Cliquez le bouton "ON" dans TL illumination - Click the "ON" button in TL
illumination

Faire la mise au point - Adjust the focus

Reflector
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» En fluorescence - In fluorescence imaging

a Cliquez sur longlet "Reflector” et sélectionner ensuite le filtre : dapi, GFP ou
DsRed - Click on the "Reflector” tab and then select the filter: dapi, GFP or DsRed.

¢ Cliquez le bouton "ON" dans RL illumination - Click the ‘ON" button in RL
illumination

d Faire la mise au point - Adjust the focus

Reflector

S;f? Apreés observation, pensez a cliquer sur "OFF" pour fermer les shutters des é
lampes et éviter d'exciter le fluorochrome
After observation, remember to click on "OFF" to close the lamp shutters and
avoid exciting the fluorochrome
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1  Choisir lobjectif - Choose the objective

-onfiguration

Assign

== Ocular
Ocular

Plan-Apochromat ——
63x/1.40 Oil DIC | &
M27

‘ None

@& | LensisM

3 DPlacez votre échantillon sur linsert et ajuster les ailettes a la lame - Place your
sample on the insert and adjust the blades to the slide

» Enlumiére transmise - In brighfiel imaging
a Cliquez sur le bouton "BF" - Click on the "'BF" button
b Faire la mise au point - Adjust the focus

¢ Cliquez sur 'Shutter OFF" pour fermer le shutter la lampe - Click on ‘shutter
OFF"to close the lamp shutter

Fluorescence | Shuiter On | Shutter Off

Configuration GFP

Assign GFP D=Red

:: Ocular
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>» En fluorescence - In fluorescence imaging

a Choisir un filtre : dapi, GFP ou DsRed en fonction de la couleur d'affichage -
Choose a filter: dapi, GFP or DsRed based on the display colour.

b Faire la mise au point - Adjust the focus

¢ Cliquez sur "shutter OFF" pour fermer le shutter la lampe - Click on ‘shutter
OFF" to close the lamp shutter

L ¢
Online Offline

Fluorescence ~ ShutterOn | Shutter §
‘Configuration
Assign

1 Ocular
Ocular

Plan-Apochromat .
63x/1.40 01 DIC|
27

5 Cliquez sur le bouton OFFLINE avant de passer a lacquisition - Click on the
OFFLINE button before switching to acquisition

Fluorescence | Shutter On | Shutter Off
Online

‘Configuration

Assign GFP DsRed

:: Ocular
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D Contréles manuels - Hand operated controls

Pour vous déplacer en x, y et z - 7o navigate in x, y and z -
1 Déplacement en xy avec le joystick - Move in xy thank to the joystick

2 Vitesse de déplacement en xy, cliquez sur le bouton au dessus du joytisck - 7he xy-
movement speed, click on the button on top of the joytisck

3 Déplacement en z (mise au point) avec les vis du microscope - Move in z (focus) with the
microscope screuws

4 Vitesse rapide en z : grosse vis, vitesse lente en z : petite vis - Fast z-speed. large screw,
slow z-speed: small screw

I R<glage du Koéhler - Kéhler adjustment

Ce réglage permet d'ajuster le contraste et avoir une illumination homogene. Il se fait sur
chaque objectif. Et il se fait uniquement pour une acquisition en transmission.

This procedure allows you to adjust the contrast and have a homogeneous illumination. It is
done on each objective. It is only done for brighfield imaging.
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Faire la mise au point sur l'échantillon - Focus on the sample

Fermer le diaphragme de champ - Close the field diaphragm (FD)

Régler la hauteur du condenseur jusqu'a voir les bords du diaphragme net - Adjust the
height of the condenser until the edges of the diaphragm are clearly defined.

A laide des vis, centrer le diaphragme - With the screws, centre the diaphragm.

Elargir le diaphragme juste assez pour faire disparaitre les bords - Open the diaphragm
just enough to make the edges disappear

Ajuster le diaphragme d'ouverture - Adjust the aperture diaphragm

00 0 0 O

1 3 j 5-b

2-9

Plateau technique d'imagerie cellulaire d'Infinity-Purpan
Sophie Allart - sophie.allart@inserm.fr
Simon Lachambre — simon.lachambre@inserm.fr

Tél:05.62.74.45.78 - 05. 31. 54.79. 01



Cliquez sur le bouton "Acquisition” pour passer du mode oculaire au mode acquisition - Click
on the "Acquisition” button to switch from eyepiece mode to acquisition mode

L'interface du logiciel Zen2009 se divise en deux parties principales - The ZenZ009 software
interface is divided into two main parts :

A Réglages des parameétres d'acquisition - Acquisition parameters

B Affichage de limage - /mage viewer
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I DPrésentation du menu Acquisition - Acquisition part presentation I@E

Lancer le LIVE - Start the LIVE

Prendre une image 2D — Take a 2D image

Pile d'images — Z-stack

Acquisition au cours du temps — 7ime lapse imaging

Mosaiques — 7ile scan

V V V V ¥V V¥

Lancer une acquisition multidimensionnelle — Start a multidimentional acquisition

Lance,r Ie, |ive, - ijarjr H\e, |ive, Pren&m une imaje, -
Tal(e a imaje,

* SmartSetup  + Show manual Jools

Pile, A)imaje,s - Z sjfacl( = - = ]

lew Auto Exposure Continuous Snap

Time, |aF9e
Tile Scan
Positions
Regions

Mosdfque - Tile, stan

l_ance,r imaﬂe, muljriclime,nsion -

ijarjf a muHiclimenhona' acquisijfion

Sophie Allart - sophie.allart@inserm.fr
Simon Lachambre — simon.lachambre@inserm.fr

Plateau technique d'imagerie cellulaire d'Infinity-Purpan :
Teél: 05. 62. 74. 45.78 - 05. 31. 54. 79. Ol



%

N QV’ e e, 0 ] ° e e, e %

W§? Acquisition d'une image - Image acquisition ¢

1 Cliquez sur File, puis "Open” et choisissez une image - Click on File then ‘Open” and
choose an image

2 TUne fois limage ouverte, cliquez sur "Reuse” - Once the image is open, click on "Reuse’

Acquisition Maintain Macro Toolz \View

Acquisition
Configuration Loic FRET
s Smart Setup  +/ Show manual toolz

- | = =3

Auto Exposure Ve Continuous Snap

Plateau technique d'imagerie cellulaire d’Infinity-Purpan
Sophie Allart - sophie.allart@inserm.fr
Simon Lachambre — simon.lachambre@inserm.fr
Tél: 05.62.74.45.78 - 05. 31. 54.79. 01



) Charger une configuration - Load a predefined configuration ’>

1 Dans Acquisition, cliquez sur licone - /n Acquisition, click on the icon

2 Dans la liste, choisissez la configuration qui correspond a vos besoins - From the list,
choose the configuration that suits your needs

Acquisition
Configuration DAPI VERT ROUGE BLEW TRANS

# SmartSetup Show manual tools

[ | =1 = =

lew Auto Exposure Live Continuous Snap

Z-5tack
Time Senes
Bleaching

I R<gler les parameétres d'acquisition - Adjust acquisition F
parameters :

-0—
OO-

La dynamique d'image - Image dynamic:

L'image a une dynamique définie par un nombre de bits. Ce nombre équivaut au niveaux de
gris (NG). Par exemple, pour 8 bits, on aura 255 NG. Zéro étant le noir et la valeur maximale
éetant le blanc.

The image has a dynamic range defined by a number of bits. This number corresponds to
the grey levels (GL). For example, an 8-bit image will have 255 GLs. Zero represents black
and the maximum value represents white.

2 Pourquoi régler la dynamique - Why set the dynamic ?

Pour avoir un bon rapport signal sur bruit. Cest a dire qu'avec un bon réglage, il est plus
facile de distinguer le signal d'intérét du bruit de fond.

To have a good signal to noise ratio. This means that with a good setting, it is easier to
distinguish the signal of interest from the background noise.
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2> Comment ajuster la dynamique - How to adjust the dynamic ?

En jouant sur deux parametres : le gain et/ou la puissance laser. Il faut étre en limite de
saturation, mais attention a ne pas saturer sur les zones d'intéréts.

By changing two parameters: the gain and/or the laser power. It will be necessary to
reach the saturation limit, so be careful to not saturate the interest regions.

1 Cliquez sur le bouton Live - Click on the Live button

2 Se mettre en fausse couleur : bleu=zéro, rouge=saturation - Putting on a false colour
. blue=zero and red=saturation

3 Ajuster le z pour étre sur le plan le plus intense - Adjust the z to be on the brightest
plane

4  Ajuster le gain et/ou la puissance laser jusqu'a voir des pixels rouges pour chaque
canal - Adjust the gain and/or laser power until you see red pixels for each channel

5 Diminuer légérement pour les voir disparaitre. Attention a vérifier les plans en z si
vous faites un z-stack - Decrease slightly to see them disappear. Be careful to check
the other z plans if you are doing a z-stack

6 Cliquez sur Snap pour prendre une image - Click on Snap to acquire an image

New
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2 Comment ajuster le gain des détecteurs - How to adjust the detector gain ?

Inférieur a 500V: faible amplification du signal - Under 500V low signal amplification
Entre 500 et 800V : bonne gamme - Between 500V and 800V : good range
Supérieur a 800V : augmentation du bruit - Above 8OOV : noise increasing

2 Comment ajuster la puissance laser - How to adjust the laser power ?

La puissance se regle dans le logiciel. Pour démarrer, vous pouvez vous mettre a 2% -
The power is set in the software. To start, you can set the laser power at 2 %

q& (7&3
= Le réglage du gain et de la puissance laser sont a faire pour chaque canal. <~
The gain and laser power settings should be adjusted for each channel

L'amélioration de limage (pas en Live mais en Continuous ou Snap) - Image
improvement (not in Live but in Continuous mode or Snap) :

2 Vitesse de scan : correspond a la fréquence de balayage c'est a dire au temps passée par
pixel. Elle s'adapte automatiquement mais vous pouvez cliquez sur "Max" pour utiliser la
vitesse maximale de balayage en fonction de vos parametres d'acquisition. Scan speed is
the scan rate, ie the time spent per pixel It adapts automatically but you can click on
"Max" to use the maximum scan speed according to your acquisition parameters.

> Offset : permet d'ajuster le zéro du détecteur, en moyenne -2. - Offset is used to adjust
the detector zero, usually -2.

2 Moyennage : correspond a la moyenne des valeurs de chaque passage du laser pour
améliorer le rapport signal sur bruit. Ca permet de lisser le signal. Il peut étre fait par
ligne ou par frame. Averaging . is the average of the values for each laser pass to
improve the signal to noise ratio. This smoothes the signal It can be done by line (faster)
or by frame.

2 Accumulation : correspond a la somme des valeurs de chaque passage du laser pour
amplifier davantage le signal mais aussi le bruit. Sum . is the sum of the values for each
laser pass to further amplify the signal but also the noise.

2 Bidirectionnel : permet de scanner l'échantillon en aller-retour pour gagner du temps en
cliquant sur le bouton "bidirectional z". Attention, si mal réglé, il y aura un décalage et a
ne pas utiliser en colocalisation. Bidirectional . allows you to scan the sample back and
forth to save time by clicking on the ‘bidirectional z" button. Warning, if incorrectly set,
there will be an shift and should not be used in co-location

2 Pinhole : stoppe la fluorescence hors focus. Cliquez sur 1 AU pour le fermer - Pinhole :
stops the out-of-focus fluorescence. Click on 1 AU to close it
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=~ Acquisition Mode + Showal [4

Objective Plan-Apochromat 631 40 Oil DIC M27 -
Scan Mode Frame

Frame Size X 512

Line Step 1

Speed

Picel Dwell  3.15 ps Scan Time

Bit Depth
Direction
Comr X

Comr Y

Image Size: 1347 pmx 1347 pm

Pixel Size: 026 ym

'
458 438 514 561
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La résolution de l'image - Image résolution :

La résolution maximale théorique est définie par le théoréme de Shannon-Nyquist qui dit que
la taille d'un pixel doit étre 2.3 fois inférieur a la résolution. Les valeurs et formules sont sur
un tableau affiché dans la salle. Elle dépend de l'objectif.

The theoretical best resolution is defined by the Shannon-Nyquist theorem which says that
the size of a pixel must be 2.3 times smaller than the resolution. The values and formulas are
on a table displayed in the room. She depends on the objective.

Sous-échantillonné : on perd en résolution - Subsampled . loss of resolution

Bon échantillonnage : on a une bonne reésolution - Good sampling . good resolution
Sur-échantillonné : on use le fluorochrome et on risque de bleacher sans gagner en
résolution - Oversampled : the fluorochrome is worn out and there is a risk of bleaching
without any gain in resolution

2 Comment jouer sur la résolution ? How to play on the resolution ?

» Format de l'image - Image size

Choisir le nombre de pixel dans limage. Plus il y a de pixels, plus ils seront petits et
meilleure sera la résolution - Choose the number of pixels in the image. The more
pixels there are, the smaller they will be and the better the resolution will be

2 Online Acquisition
~ Acquisition Mode v Showan 7

Objective Plan-Apochromat 63x1 .40 Oil DIC M27
Scan Mode
Frame Size
Line Step
Speed
Pixel Dwell 3.15 psec Scan Time 3.87 sec
Averaging
Mumber 1 - Bit Depth
Mode - Direction
Method * ComX

Comr Y-
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» Appliquer un zoom optique - Add a optic zoom

Choisir le zoom a appliquer. Plus le zoom sera grand, plus les pixels seront petits et
meilleure sera la résolution - Choose the zoom to apply in the image. The more
zoom you increase, the smaller the pixels will be and the better resolution will be.

= Scan Area

Image Size: 134.7 pmx 134.7 pm

Pixel Size:  0.26 ym

66 - C
ST: T
00 =l
10

4 Channels

Tracks

> Bouton optimal - Optimal button

En fonction du zoom, le logiciel choisira le nombre de pixels a mettre dans limage
pour avoir la meilleure résolution. Depending on the zoom, the software will choose
the number of pixels to put in the image to get the best resolution.

:: Online Acquisition
~ Acquisition Mode ¥ Showal (4

Objective Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC MZ7 -

Scan Mode Frame -

Frame Size X 512

Line Step 1

Speed

Pixel Dwell 3 15psec  Scan Time 3.87 sec

Averaging
Number - Bit Depth 8 Bit
Mode - Direction ' <—=
Method ¥ CorX

Corr Y-
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Faire la mise au point aux oculaires (p.5-6) - Focus the sample on the eyepieces (p.3)
2  Choisir une configuration préfaite (p.12-13) - Load a predefinied configuration (p.12-15)

3 Régler les parameétres d'acquisition (gain, puissance laser, moyennage..) (p.13- 18) -
Adjust the acquisition parameters (gain, laser power, averaging....) (p.13-18)

Cliguer sur Snap pour acquérir limage - Click on Snap button to acquire an image

Sauvegarder le projet (p. 30) - Save the project (p. 30)
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1 Faire la mise au point aux oculaires (p. 3-4) - Focus the sample on the eyepieces (p. 3-4)

2  Ouvrir une configuration qui a "Trans” dans le nom - Open a configuration that includes
Trans'in the name

3 Régler en premier : la puissance du laser sur la fluorescence (p.14) - Set first the power
laser on fluorescence channel (p.14)

4  Ajuster le gain du PMT de la transmission - Adjusting the PMT gain of the transmission
5 Cliquer sur Snap pour acquérir limage - Click on Snap button to acquire an image

6 Sauvegarder le projet (p. 30) - Save the project (p.30)

[-PMT
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) Comparaison dintensité - Intensity comparison

Si vous souhaitez faire une étude d'intensité sur vos images, faites d'abord vos réglages (laser,
gain) sur l'échantillon le plus brillant et gardez ces parameétres pour acquérir les images
suivantes. Ainsi, les autres échantillons ne seront pas saturés. De méme, les améliorations
d'images (contraste par exemple) doivent d'abord étre faites sur limage la plus brillante puis
appliquer de la méme maniére sur les autres images.

If you want to do an intensity analysis on your images, first adjust your settings (laser, gain)
on the brightest sample and keep these settings to acquire the following images. This way,
the other samples will not be saturated. In the same way, image enhancements (averaging
for example) should be made on the brightest image first and then applied in the same
method to the other images.

WY Acquérir une pile d'images - Acquire a Z-stack &%

I Mcthode 'First / Last" - ‘First / Last” method @I

1 Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.13)
2 Cochez z-stack et un onglet Z-stack s'ouvre - Check z-stack box and a Z-stack tab opens
3 Cliquez sur le bouton LIVE - Click on the LIVE button

4 Déplacez-vous en z a l'aide des vis micrométriques pour déterminer le ler plan et cliquez
sur "Set First' - Move in z with the micrometer screws to determine the first plane and
click on 'Set First” button

5 Déplacez-vous en z a l'aide des vis micromeétriques pour déterminer le dernier plan et
cliquez sur "Set Last" - Move in z with the micrometer screws to determine the last plane
and click on 'Set Last” button

6 Déterminez le nombre de plans a acquérir ou lintervalle entre les plans. Et si besoin,
pour avoir un échantillonnage selon Nyquist, cliquez sur "Optimal’ - Set the number of
plans to be acquired or the interval between plans. And if necessary, to have Nyquist
sampling, click on "Optimal’.
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Cliquez sur "Start experiment” - Click on ‘Start experiment”

Sauvegarder le projet (p. 30) - Save the project (p. 30)

File Acquisiion Maintain Macro Tools \View

Acquisition

Z Configuration Loic FRET

# SmartSetup  +f Show manual fools

= ] [ (=] &

Auto Exposure Live Confinuous Snap

. Z-Stack
Bleaching First/Last Center
Tile Scan
Positions
Regions

Set Last

12 Setup Manager
® Laser
M Imaging Setup ' Showal [

0225 pmy

- . Interval Slice
Mode Channel Mode v (sequential)
Set First 224530

-

Switch track every Line
7 VERT -2280.09

A488
v/ ROUGE » Comection

¢ Oplimize Sectioning and Step

i Information On Experiment
B Auto Save

ST oSS TPY PP va TR OO0

fzar
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Méthode par le "Centre” - "Center” method @

Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.13)
Cochez z-stack et un onglet Z-stack s'ouvre - Check z-stack box and a Z-stack tab opens
Dans z-stack, cliquez sur le bouton "Center” - /n z-stack tab, click on the Center” button

Sélectionnez le canal dinterét puis cliquez sur le bouton LIVE - Select the channel of
interest and click on the LIVE button

Déplacez-vous en z a l'aide des vis micromeétriques pour déterminer le focus - Move in z
with the micrometer screws to determine the focus

Cliquez sur le bouton "Center” en bas de l'onglet z-stack - Click on the ‘Center” button at
the bottom of the z-stack tab

Déterminez le nombre de plans a acqueérir et lintervalle entre les plans. Et si besoin, pour
avoir un echantillonnage selon Nyquist, cliquez sur "Optimal” - Set the number of plans
to be acquired and the interval between plans. And if necessary, to have Nyquist
sampling, click on 'Optimal’.

Cliquez sur "Start experiment” - Click on ‘Start experiment”

Sauvegarder le projet (p. 30) - Save the project (p.30)

% Vérifier que sur le z il n'y a pas de saturation dans les canaux, sinon les é
ajuster pour ne pas en avoir - Check that there is no saturation in the
channels on the z, otherwise adjust the exposure times to avoid it.
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File Acquisiion Maintain Macro Tools \iew
| ]
<O -
Acquisition
Configuration Loic FRET

#* SmartSetup W Show manual jools

- | = =l

Auto Exposure e Confinuous Snap

Z-Stack g

Time Senes
Bleaching
Tile Scan
Positions
Regions

:: Setup Manager
® Laser
M Imaging Setup + Showal [#
Mode Channel Mode (sequential)

Switch frack every Line

¢V vert]
A483
ROUGE
AS46
TPMT
DAPI
DAPI

Track fzar

Z-Stack

FirstiLast

02

& Interval Slice

- = G

-Z20009 |
¢ Oplimize Sectioning and Step

¢ Comection

i Information On Experiment
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Multipositions et mosaiques

w . : 0
¥ Multipositions and tiles scan ¥£

2

Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.13)

Cochez "Positions” et un onglet "Positions" - Check Positions box and a Positions tab
opens

» Laser Properties
M Imaging Setup + Showal [

Mode Channel Mode - (sequential)

-

Configuration DAPIVERT ROUGE BLEU TRANS

= SmartSetup  +f Show manual toolz

= [ ] =1 = 5]

New Auto Exposure ve Confinuous Snap

Z-Stack
Time Senes
Bleaching
Tile Scan
Positions
Regions

En live, se déplacer en xy pour définir les positions d'intérét puis ajustez le focus avant de
cliguer sur le bouton Add - /n live, move in xy to define the positions of interest and
adjust the focus before clicking on the Add button
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2 Multidimensional Acquisition
i Positions + Showsll [#

Position List Sample Carrier

Auto-Focus  Off

SCan ovenview image ...

i Information On Experiment
B Auto Save

4 Cliquez sur "Start experiments’ - Click on ‘Start experiment”

1 Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.10)
2 Faire un z-stack en mode centrer (p.23) - Do a Z-stack by center (p.23)
3 Ajouter les positions d'intéréts (p.25) - Define the positions of interest (p.24)

4 Cliquez sur "Start experiments” - Click on ‘Start experiment”
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Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.13)

Cochez "Tile scan” - Check Tile Scan box

Définir le nombre de tuiles a acquérir (2x2 ou 2x3 etc.) - Define the number of tiles you
want to acquire (2x2 or 2x3 etc.)

Cocher bi-directional - Check the bidirectional box if you don't do colocalisation

Cliquez sur Start experiment - Click on Start experiment

Configuration DAPIVERT ROUGE BLEU TRANS

# SmartSetup ¥ Show manual tools

= B & =] @

New Auto Exposure e Continuous Snap

Z-Stack
Time Series
Bleaching
Tile Scan
Positions
Regions

= Tile Scan + Showan [#

Tiles ixel: Size
Horizontal 5 2 67476 pm

Vertical 5 2 67476 pm

Rotation 05776 |- °

Bi-directional

» Marked positions

Scan overview image ..
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Acquisition au cours du temps

SN 82 e
Y Ve

Time lapse imaging

Régler les parametres d'acquisition (p.13) - Set the image parameters (p.13)

Cochez "Time Series” et un onglet "Time series" s'ouvre - Check Time Series box and a
Time Series tab opens

Configuration DAPIVERT ROUGE BLEU TRANS

= SmartSetup  + Show manual toolz

= ] = (=] =1

New Auto Exposure ve Confinuous Snap

Z-Stack
Time Senies
Bleaching
Tile Scan

Choisir le nombre de cycles - Choose the number of cycles

Choisir lintervalle de temps entre chaque cycle - Choose the time interval between each
cycle

@ Time Series + Showall [#

Interval

¢ Interval Time
» Marker

» Start

» End

i Information On Experiment + Showal [#
([ Auto Save |

Sauvegarde automatique des données: cocher auto save dans la fenétre auto save - Add
automatic data backup
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a Choisir le dossier de sauvegarde des images - Choose the folder for saving the

Images

b  Définir le nom des images - Define the name of the images

\ /
N iz

= Attention: dans le nom des images, il ne doit pas y avoir de caractéres ; =
spéciaux - Caution: in the name of the images, it must not contain
special characters.

+  Show all
+ Show all
:: Multidimensional Acquisition
i Information On Experiment

® Auto Save
5 Auto Save
Directory 5 a
5 k) File Name

File Format

Dimension Separate Flles Sub-directory
Time

Position L

Tile W

Z-Stack
Channel

6 Cliquez sur "Start experiment’ - Click on ‘Start experiment”
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9 9
W& Fin de session - End of the session ¢

I Sauvegarde des données - Data sauving

Dans la barre latérale droite, vous retrouvez toutes les images acquises - /n the right sidebar,
you will find all the acquired images

1 Faire un clic droit dessus, puis "Save as" ou cliquez sur la disquette - Right click on it
then 'Save as”or click on the diskette

2 Aller dans Data > Data > User > Votre équipe > Votre dossier nominatif (s'il n'existe pas,
créez-le) - Go to Data > Data > User > Your team > Your name folder (if it does not exist,
create it)

3 Renommez limage - Rename the image

N . . . , Uy
= Toute image acquise au 710 doit étre sauvegardée dans son format .lsm =
d'origine pour conserver les métadonnées. Vous pourrez ensuite les
sauvegarder en .tif mais pas en .jpg (qui compresse les images)

Every image acquired on 710 should be saved in its original .Ism format to
preserve the metadata. You can then save them as .tif but not as .jpg
(which compresses the images)

Workspace Zoom

esign | Dark ¥ Workspace

1 Images and Documents

Container 1

Di\zeis...ive.czi

2,75 MB / 20,91 MB

Tiles...d Setup

-f-

= ZEN Connect
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Quand vous étes le dernier utilisateur la journeée - When you are the last user of the day

1 Nettoyer les objectifs 40x et 63x utilisés avec du Kimtech et de l'éthanol - Clean used 40x
and 63x objectives with Kimtech and ethanol

2 Baisser la tourelle dobjectif au maximum en utilisant "Load positions” - Turn the
objective turret as low as possible by using "Load posiions”

3 Sauvegarder vos acquisitions (p. 30) - Save your data (p. 50)
4  Fermer le logiciel - Shudown the software

5 Basculez le commutateur vers le bas - 77/t the switch down

6 Sur le gros boitier LASOS, tournez la clé du laser argon (488) - On the big LASOS box,
turn the key of the argon laser (488)

7 Attendre quelques minutes que la ventilation s'arréte - Wait for a few minutes until the
ventilation stops
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8 Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Systems/PC" - On the MAIN
SWITCH box, push the 'Systems/PC" button

9 Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Components” - On the MAIN
SWITCH box, push the ‘Components” button

10 Sur le boitier MAIN SWITCH, appuyez sur linterrupteur "Main Switch” - On the MAIN
SWITCH box, push the "Main Switch” button

‘ ;

MAIN SWITCH
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Rappels - Reminders ())

Nettoyer les objectifs a immersion (40x et 63x) et l'insert de la platine avec du Kimtech et
de l'alcool en fin de séance - Clean the immersion objectives (40x and 653x) and the stage
support with Kimtech and alcohol at the end of the session

Récupérer vos data sur le serveur Data_Plat dés le lendemain - Retrieve your data from
the Data_Plat server the next day

Pensez a supprimer regulierement vos anciennes donnees de l'ordinateur et du serveur -
Remember to regularly delete your old data from the computer and server

Si un probleme se produit, méme le plus petit qui soit, prévenez-nous - // a problem
occurs, even a minor one, please, let us know

A
D

Récapitulatif des étapes - Overview of the steps {Z¢

Allumer le microscope en suivant la procédure (p.l) - 7urn on the system by following
the process (p.1)

Positionner l'échantillon sur le porte-objet - Put the sample on the specimen holder
Observer l'échantillon aux oculaires (p.3) - Focus on the sample with the eyepieces (p.3)
Passez ensuite sur le logiciel (p.12) - Then switch to the software (p.12)

Ouvrir une configuration pré-définie ou charger une ancienne image pour appliquer les
parametres (p.12) - Open a pre-defined configuration or load an old image to apply the
settings (p.12)

Choisir son mode d'acquisition : une image, un z-stack, une mosaique... - Choose your
acquisition mode: an image, a z-stack, a mosaic...

Sauvegarder ses donneées (p.30) - Save your data (p.30)

Fin de session : nettoyer les objectifs a immersion, abaisser la tourelle d'objectifs - End of
session: clean immersion objectives, lower the objective turret

Si vous étes le dernier utilisateur, éteindre le systéme en suivant la procédure (p.31) - /7
you are the last user, switch off the system by following the procedure (p.31)
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Limagerie en mode spectral permet de séparer des fluorochromes dont les spectres se
chevauches. Pour ce faire, il faut connaitre les spectres d'émissions des fluorochromes utilisés
- Spectral mode imaging can separate fluorochromes whose spectra overlap. To do this, it is
necessary to know the emission spectra of the fluorochromes used

1 Passer en mode "Lambda Mode" pour utiliser le détecteur spectral ChS qui va de 415nm a
727nm - Switch to ‘Lambda Mode" to use the ChS spectral detector which goes from
4]5nm to 727nm

2 Commencer par la lame avec tous les marquages pour régler le gain et les puissances
lasers. - Start with the slide with all the dye to adjust the gain and the laser powers

3 Se mettre en 12bits et mettre un moyennage de 4 minimum car il y a beaucoup de bruit -
Set to 12bits and set an averaging of 4 minimum because there is a lot of noise

é% Attention le gain est identique entre tous les lasers car c'est le méme detecteur é
qui est utilisé - Please note that the gain is identical between all the lasers
because the same detector is used

6 Passez les lames monomarqueées les unes apres les autres et la lame non marquée. Pour
chaque lame: - Put the monolabelled slides one after the other followed by the
unlabelled slide. for each slides:

a Prendre une image - Take a snap
b Allez dans unmixing - Go to Unmixing

i Utiliser loutil “cible” et se mettre sur un endroit tres brillant pour avoir le
meilleur spectre puis "Save to spectra’ - Take an Unmixing use the target tool
and move to a bright area to have the best spectra and save to spectra

ii  Ne pas se mettre en "Normalize" - Do not set to "Normalize”

ili Dans longlet "Diagram’, cochez Spline et Display Channel - /n the ‘Diagram” tab,
check Spline and Display Channel
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8 Importez les spectres pour les lames multimarquées - /mport spectra for multi-labelled
slides

Color Delecir  Range
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Line,ar unmixinﬂ Fe,rme,Jf A)avoir Jrous |e,s canauy

séFarémen} + rési&us +m&rje,
En resumeé - To summarise (()

Sur la lame « Merge » avec tous les fluorochromes : régler le gain et les puissances lasers
- On the merge slide with all fluorochromes: adjust the gain and laser powers

2 Sur les lames avec un seul marguage, pour chacune : faire « Snap » - On slides with a
single label for each one: take a ‘Snap”.

3 Aller dans longlet « Unmixing » : Créer un nouveau dossier a son nom - Go to the
"'Unmixing” tab: create a new folder with its name

4 Cliquez sur l'outil "cible” et le positionner sur le point le + brillant de l'image - Click on the
‘target” tool and position it on the brightest point of the image

5 Cliquez sur « Save to spectra » Dans la fenétre, apparition dune étiquette nommee
"Region 1" en grisé - Click on 'Save to spectra’ In the window, a label named "Region 1"
appears in grey

6 Recommencer depuis l'étape N°2 pour chaque dye seul. Chaque dye = Region n - Repeat
from step 2 for each individual dye. Each dye = Region n
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7  Prenez un snap de l'échantillon « Merge » - Take a snap of the "Merge" sample
8 Unmixing - Unmixing

9 Importation des spectres : Apparition fenétres suivantes - /mporting spectra: The
following windows appear

a Cliquez sur + pour ajouter le nombre de fluorochromes uniques introduits dans son
dossier - Click on + to add the number of unique fluorochromes inserted in its folder

b Import de chaque spectre unique depuis son dossier créé précédemment
comprenant tous les marquages seuls enregistreés selon procedure décrite ci-dessus
- Import of each unique spectrum from its previously created folder containing all
registered single labels as described abouve

(‘Joule,ur Au Aje - D\lj& (‘,olour

10 Cliquez sur « Linear Unmixing » - Click on "Linear Unmixing"
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Cliquez sur + et introduire le spectre de chaque fluorochrome depuis la Spectra Database
de sa manip - Click on + and enter the spectrum of each fluorochrome from the Spectra
Database of your experiment

Sur l'échantillon avec tous les fluorochromes : faire un snap - On the sample with all
fluorochromes: take a snap

i W
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