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1. Description du systeme

Microscope Zeiss 880
Vibratome

Automate

Laser Chameleon
Ordinateur Zeiss
Controle automate

Mmoo 0O .| P>

Lampe fluo

Clé du laser
multiphoton
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2. Procédure d’allumage

Allumer lordinateur (1)
L'alimentation platine (2)

Le contréleur de I'automate (3)
Armer le contréleur (4)

Se connecter PC Zen

« Login + mot de passe MRI»
Se connecter PC automate

« mot de passe: admin»

Allumer le microscope avec l'interrupteur
général (5)

le bouton de gauche (system PC) (6)

le bouton de droite (components) (7)
Lancer Zen Black

Start System

Pour une utilisation en multiphoton
mettre le laser Coherent en marche, en
tournant la clé sur ON (8)

Si necessaire
Allumer la lampe fluo, boitier sur
I'étagere (9)
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Utilisation de I'automate Zeiss 880

3. Chargement
Pour une observation sur lame utiliser le plateau aprés démontage de la cuve et de la

webcam
Support sur plateau

Vis de blocage

Sur le PC automate : Lancer Zen Extension NEce

La platine doit &tre en position de chargement, si ce n'est pas le cas, reportez-vous au manuel utilisateur.
Le systéme va s'initialiser, merci de vérifier que rien ne géne la course et armer le systéme.

Ok

Initialisation effectuée

Initialisation en cours...

Microscopie
uniquemenit

Automatisation

Type de support utilisé Mise en place de I'automatisation

1. Chargement

2. Vibratome m durée d'une coupe (seconde)

Up pl:l ! avec immersion

1 bloc 3. Microscope
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allumage du vibratome a l'arriere de celui-ci
mettre la téte du vibratome sur le repére de position haute
mettre la platine sur le repére de position en x avec le joystick

Repére position el x

Préparation des échantillons

Couler dans l'agarose de 3 & 5% (1g pour 20ml)
Technique racine de riz: feuille d’agarose coulée a plat, découpée, mise en place en
diagonale dans un moule cubique pour couler le reste du bloc.

Mise en place dans le bac

Coller le bloc sur la plaque métallique en décalé coté microscope pour laisser la place au
doigt (voir photo) a visser pour maintenir la plague. Remplir d’eau jusqu’au niveau webcam
immergée

Page 5/ 24



Instruction |_PHIV_MIC_0008
D
10/07/2020

Utilisation de I'automate Zeiss 880

Monter I'objectif en position haute

Réglage de I'alignement de I'explant et I'objectif :

Amener I'explant au microscope :
Mise en place de I'automatisation

m durée d'une coupe (seconde)

Réglage de 'alignement avec le joystick

Amener I'explant au vibratome :
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4. Vibratome: (Instructions PHIV)

Mettre une nouvelle lame a chague manip importante

Vérifier 'angle de la lame

Définition de la fenétre de coupe.

Le vibratome ne peut étre utilisé manuellement : il faut définir une fenétre de coupe. Si ce
n'est pas fait, dés que vous lancez une coupe avec le bouton START, il utilise la fenétre de

coupe précédente.

Etapes Affichage Touches de réglage

Appuyer une premiére =, | Fenétre 1 Positionner la lame avant I'échantillon

fois sur le bouton x avec les boutons

pour régler la position de pour avancer € —s pour reculer
départ —

Appuyer une deuxieme =, | Fenétre 2 Positionner la lame juste aprés I'échantillon

fois sur le bouton &

pour valider la position de
départ

et pour régler la position de
fin

avec les boutons

pour avancer € —=
—

pour reculer

Appuyer une troisieme | =,

fois sur le bouton &

pour valider le réglage
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Positionnement de |la hauteur de la lame.

Le déplacement en "Z" se fait grace aux boutons suivants :

La lame remonte. Si on appuie longtemps, elle va se remettre dans sa position
I "home" (la diode rouge est alors allumée)

La l lame descend, tant qu'on appuie sur le bouton

La lame descend par a coup, de la valeur de I'épaisseur d'une coupe (valeur sélectionnée
sur le panneau, epai).

Réglages de coupe

Bouton 1. Réglage de la vitesse de coupe. Peut se modifier méme lorsque I'appareil est en
train de couper.

Bouton 2. Réglage des autres parameétres. Lorsque I'on appuie sur le bouton cela permet de
sélectionner la colonne des paramétres dans le panneau de contréle (positionnement des
cases noires a gauche ou a droite).

Lorsque I'on tourne ce bouton, cela maodifie les valeurs du paramétre sélectionné

THCG

> Vérifier que le bouton '~ est désactivé (diode éteinte)

» Choisir le paramétre a régler en appuyant sur le bouton latéral 2 : épaisseur de coupe
(EPAI) ou épaisseur de dégrossissage (PROG).

» Régler la valeur (donnée en pm) de I'épaisseur en tournant le bouton latéral 2
Réglage de la fréquence de coupe :

» Appuyer sur le bouton " du panneau de contrble. La diode doit étre allumée.

» Vérifier que sur le panneau de contrdle, freq est écrit en majuscule (FREQ). Si ce n'était
pas le cas, appuyer sur le bouton latéral 2

» Régler la valeur en tournant le bouton latéral 2 (de 30 a 100 Hz)

Conseil. Généralement réglée sur 40.

Réglage de I'amplitude de coupe
» Appuyer sur le bouton " du panneau de contrble. La diode doit étre allumée.

» Appuyer sur le bouton latéral 2. Sur le panneau de contréle, Ampl doit étre écrit en
majuscule (AMPL).

» Régler la valeur en tournant le bouton latéral 2 (de 0.1 & 1.2 mm par incrément de
0.1 mm)

Conseil. Généralement réglée sur la valeur de 0.8 mm
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5. Microscope:

Trouver I’échantillon :

Mise en place de I'automatisation

Attention, vérifiez que I'objectif est en position haute !

m durée d'une coupe (seconde)

Instructions :

- Réglez la mise au point du microscope sur le haut de votre échantillon

- Paramétrez complétement votre expérience d'automatisation dans ZEN sans la
démarrer (cf. guide utilisateur)

Baisser I'objectif sans toucher le bloc (réglages en z) en contrélant & la webcam
Jusqu’a la distance de travail d’environ 2mm

Mettre un laser visible en Live pour voir 'ombre de I'explant
Réduire cette ombre en réglant le x,y de la platine
Trouver la position haute de I'explant

Autres possibilités : avec un allumage via la fluo ou lumiere blanche rasante et en regardant
aux oculaires.

Webcam sur PC Zen

Fichier Voir Paramétres Fenétre Aide
Panneau de configuration | Console |

T |-
Yawcam Fichier @ | acwer |
Ftp. Activer |

neep @ | acter |

Streaming . Activer

pétection @ | acter |
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Réglages des paramétres d'imagerie : (Mode d’emploi Zen)
Allumage des lasers
® [aser

L r Lines [nm)]
458, 4RE 514

A Chameleon
Diode 405-30
DPS5 561-10
HeNe633

E Imaging Setup o showall (¥

“Trackl W Pian-Apachromat 20:/1.0 DIC VISTR M27" =

LSM Frame

Channel

512 XY 512 -

Optimal

600 700

-
Color Detector Range
| 415-735nm
1 Chsl
1 Ch2
I Reflection @ Scan Area

MBS 458/561 4 {
S8/ ’ Visible light =

MBS 690+ |/ / 1

Invisible light
None ,‘

Reset All
Stage Focus

Mise en place (ou non) du miroir pour l'utilisation du NDD BiG (scotch rouge si le filtre est
présent)
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Automatisation

Réglage du Z-Stack

Center

60.00 pm

B Start Experiment 053 4im

& Interval Shice:

Range Select

L
.
et focus drive manually to position 0

Sur la premiére bonne image en z :

1 Régler le pas en z de la moitié de I'épaisseur de la coupe au vibratome 20um

2 Descendre d'un pas = z=-20um

3 Mettre manuellement le z & la position O

4 Onglet Center

5 Centrer le Z stack

6 Réglages des paramétres du Z stack : Nombre de coupes et Intervalles pour un obtenir
une épaisseur de Z stack supérieure a I'épaisseur de coupe au vibratome

Mosaique :

2% Tile Scan

AF

Find Focus Set Exposure

Centered grid

Regions P> Start Experiment

0.0000

Bi-directional

Online stitching

SCan overview image ..

1 Cocher Tile Scan
2 Nombre d’images en horizontal et vertical
3 Mettre a 10% le recouvrement
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Autosave

B Auto Save [R=chercher un desas X

o Auto Save

Browse for auto save directory
Directory EAMes images

File Name prefix 4 /M Ordinateur -
‘Q_‘Tl Windows (C:)

File Format Carl Zeiss Image '+
» — HP_RECOVERY (D:)
E
E

Dimension  Separate Files  Sub-directory (= DONNEES (ED) ‘
Time

Bosition i} Lecteur DVD RW (F:)
Tile » — images (G:)
Z-Stack \ Mz e amavikla HY
Channel

1 Cocher Autosave

2 Choix de I'emplacement

3 Choix du préfix pour nommer les fichiers

l...m

Réglages des triggers communication avec l'automate

Pour le premier bloc d’acquisition
AF D

Find Fotus Set Exposure Continuous Snap

D Time Series

f Z-Stack
W Time Series
Interval Time

Marker
Start
Regions P Start Experiment S —
1 Cocher Time Series
2 Nombre de cyclea 1
3 Start mode Manual
4 Mode: Manual T
5 Trigger out: None
4 End
5 Mode: Manual

6 Trigger Out: Triggerl

Automatisation avec Experiment Disigner

[E Experiment Desigmer + showall [

[E Experiment Designer

»f Enable Multi Block Experiment »/ Enable Multi Block Experiment

Import...  Export___

Create Duplicate Delete - Create Duplicate

1 Cocher Enable Multi Block
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2 Dupliquer le Block 1
Réglages des triggers communication avec l'automate

Pour le deuxieme bloc d’acquisition 9 Time Series

Start Mode: Trigger
Trigger in: Triggerl

End Mode : Manual Interval Time
Trigger Out : Triggerl Marker

Start

Manual

Triggerl

Réglage du centre du z stack
« showall [&

Center

60.00 pum

® Interval Slice

" Center C -60.00

0.00

Range Select

3 Régler le pas (épaisseur de coupe du vibratome) et descendre de 1 pas
4 Centrer
Dupliguer le nouveau bloc et régler a nouveau le centre du z stack

[E Experiment Designer

»f Enable Multi Block Experiment
Import...  Export_..

Create Duplicate Delete -

2 7
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Lancement de I'acquisition :

Pc Automate :

Mise en place de I'automatisation

Le systéme va lancer une acquisition automatique.
1. Chargement Merci de valider que vous avez bien :
- - Paramétré le vibratome

[ R T e Pt - Paramétré le logiciel ZEN

- Vénfié que rien ne géne la course de l'automate r

(™oa ) |

Merc de lancer I'acquisition sous ZEN

ok |

AF D

Find Focus Set Exposure Continuous Snap

315k

Ces Experiment Designer
1 Cycle

™

faf

Start Exp i['lment

Start your experiment...

Suivi de I'automatisation

L4:15:48 : Astrvabdn pidale Vibrptoemea
14:1%:48 ; Posation 5 chargement

14:33:28 : Chamgement utilestew 0K
14:33:30 : Désactvation pédale Vibratome
14:33:38 1 Activation pédale Vibratome
14:33:38 : Position : préparation vibrabome
14:34:56 : Désactvation pédale Vibratoms
14:34:53 : Aceratann picals Vibratoene
14:34:53 : Pepuen : chargenvent

1dadfic 25 : Changement utifsatewr OK
14:58:00 1 Duwée coupe 15 5

14:58:09 : Dbt cyche : urbomatisation
1458000 : Deésactvation pecals Vibraboms
14:58:08 : Cycle n*1

14:58:07 : TTL Micreseape IN 1

14:35:14 ; Powatian - nibratome

14:55:14 1 TTL Vibeatomss OUT

14:5%:14 ;: Coupe vibratome [atftente : 15 5)
14:50:45 ; Position 1 microscope

14:50:48 : TTL Micrcrscope OUT

14:5548 : Cycle n"2

Pour arréter avant la fin cliquer sur stop dans Zen quand I'acquisition est active
Ce n’est plus possible si le systéeme est en attente d’un signal du vibratome
Pour un arrét d’'urgence appuyer sur le bouton coup de poing
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6. Arrét du systeme

Eteindre les lasers s'il n’ y a personne
apres vous (laser Coherent a 800).

Si laser Argon allume, le mettre sur off
dans ZEN puis attendre 5 mn avant de
fermer ZEN pour qu'il refroidisse.

PC Zen : Quitter le programme ainsi que
la session
PC automate : Arréter Windows

Metire le laser Chameleon en stand by
(cle sur générateur) (8). Laisser le
systeme de refroidissement du laser sur
RUN.

Eteindre les boutons
Components (7)

System PC (6)

linterrupteur général (5)

Le contréleur de I'automate (3)
L'alimentation platine (2)

Eteindre la lampe fluo (9)

Vider et rincer le bac (vider le réservoir
de vidange) et nettoyer les objectifs

Pompe vidanae ' ‘ . Page 15/ 24
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7. lmages

Traitement Stitching dans Zen Black
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Maintain Macro Tool Window

Processing

Method

Color-coded projection
Copy

Correlation

Filter

HDR- imaging

ICS

Image calculator

lon Concentration

Linear unmixking

Maximum intensity projection

Modify Series
Stitch

Method Parameters

Medium

« lgnore r-shift

Preview

Input Preview

Page 17/ 24



<. Instruction |_PHIV_MIC_0008

D

Utilisation de 'automate Zeiss 880 10/07/2020

Traitement ImageJ
Barre d’outils MRI_SerialFiles_Toolset

=1

M| MRI_SerialFiles_Toolset

Outil czi_import
z ¢ Imagel l‘:' | |ﬁ]
File Edit Image Process Analyze Plugins Windogw Help EMBL

E@,‘G‘@‘#’i‘ﬁ. :“?‘ ‘}}

Serie_czi Tool

+++
s

|5 Alx o)l &le|e

—
al
H

Permet d’ouvrir et sauvegarder une série de fichiers en une séquence de fichiers tiff
__eninversant le stack

__en labellisant les images avec les noms de fichiers + ¢ _z t b (_b pour blocs)
__en redimentionnant les images via Canvas Size si elles ne sont pas de méme taille en xy
_ en alignant les blocs en fonction des positions en xy des infos

__en gardant les informations z t ¢ lut (infos czi + infos positions inscrites dans le premier
fichier de la séquence)

Outil LSM880Automate
¢ Imagel I = | |£H

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help EMBL

8 O|x|o|~ 4% £|2| |»

LSME80Automate Tool h

Pour mettre bout & bout les séries de blocs en z
_en manuel en choisissant derniere slice d’un bloc et le premier du bloc suivant

d Parameters Iﬁ
‘ Recalage des blocs m -

l-,.-.—%

L

r - .
|, Fin de bloc (V) (23.3%) = B | & ||[Z] Debutdebloc suivant (V) (33.3%) = B R
65/222 (2018 _

Ajouter les selections dans le Roi Manager
Faire une selection sur la derniere a garder du bloc 1 sur le stack Fin de bloc
Et une selection sur |a slice correspandante du bloc 2 dans le stack Debut de bloc suivant
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__en automatique avec un calcul de la premiére slice par I'intensité max et le nombre de
slices en fonction du pas en z et de I'épaisseur coupée au vibratome, Possibilité de

correction de l'intensité via le plugin Bleach Correction, une correction du contraste (% de
pixel satures) et du Gamma

_'i Parameters u
Recalage des blocs  [TTRIIELIE h:Lﬁ

Thickness from vibratome(Aum): ﬁ

#

Choix du canal sur lequel se fera le calcul des intensités
Action Required S 4 Channels =

Chaisir 12 canal sur lequel faire |a detection d intensite Caolor -

OK ¥ Channel 1

g ™ Channel 2
| Channel 3

MDJ‘E:I

Plot Profile des intensités
Avec le réglage de la Tolerance pour la détection des pics max et min

T it ——— W= T

2823 B4x155.61 (GETxASTY B-bit 307K

140 = e

(4 Anabyze Plot Profle o |

Tolerance de detection des pics max et min

. Tolerance: |
DK Canceal |
40 2
we W T
1} S00 1000 1500 2000
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Outil Virtual_stack

_'ii Image)

=)

I O x|~ 4]+

File Edit Image Process Analyze FPlugins Window Help EMBL

NESENLIZ -

Crop Tool

Ll

o|oEk 2] |»
|

-

Permet d’ouvrir en stack ou hyperstack virtuel une séquence de fichiers images
les czt(bloc) sont recherchés dans les labels
les infos czi pour la calibration et les lut

Ouitil Crop

&

_{ Image)

= o |

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help EMBL
Bojclo|A4|+A|Ala|o)F B

Crop Tool

o|oEl 2] |»
|

Ll

"

permet de réduire une séquence dans toutes les dimensions xy z ¢ pour ajuster a la RAM
pour ¢ on peut choisir de conserver que certains canaux
pour z on peut choisir la premiére et derniere slice a garder ainsi qu’un intervalle

entre slices

pour le codage on peut passer en 8-bit
pour Xy on peut faire une sélection a garder et réduire la résolution d’'un certain

facteur

Choix des canaux

d Channels

(o |

v Channel2
[+ Channel3

Selectionnez les canaux a consenver

Ok | Canu::el|

Page 20/ 24




Instruction |_PHIV_MIC_0008
(@ 3
Utilisation de 'automate Zeiss 880 10/07/2020

Choix des positions

Choisir la premiere coupe en z et en temps Choisir la derniere caupe en z et en temps

ok | ok |

Type: 8-bil =
Resampling facteurxy « ' |2_
Increment 2« » lzi
Increment t  « » |1_
OK Cancel
_ok | cancel |,

Calcul de la taille de I'image obtenue

Free Ram (Ma) ;37636
Crop Size (Mo):0.8253
Esc pour faire un autre reglage
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Outil Aligne

#

¢ Imagel I.'Z'l |ﬁ]\
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help EMBL
B ola|o| || +/5[Ala |07 &l dmklz| |-

Crop Tool L |

., .z

7. o

Permet de réaligner un Stack ou Hyperstack Virtuel
- en manuel : paires de landmarks (points) a mettre dans le ROl Manager. Ce sont
les repéres le décalages entre 2 slices pour le calcul de la translation

¢ Alignement I,ﬁj

L3128 F oint par point dans le RoiManager JRe

DK | Cann:el|

File Edit
sSSP

Image Process Analyze Plugins Window

A Ala oA Bl e

Help EMBL
£2) |-

0003-0354-0406 =
0033-0446-0397

Add [t]
Update

Delete

Rename...

Measure
Deselect

Add in Roi Manager
Point selection on correspondant detail before shift
Point selection an correspondant detail after shift

same thing far all shifts
oK

Properties...
Flatten [F]
Maore =
[ Show All

- Labels
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- en automatique via Register Virtual Stack plugin de Fiji pour les Hyperstack le

réalignement se fait avec un premier passage pour aligner une série de référence et ensuite
cette transformation est appliquée a toutes les séries

¢ Alignement ﬁ

1L N e gister Virtual Stack Slices -

#

Ok | Cancel|

_é Macro ﬁ\

Cette methode ne fonctionne que sous Fiji
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Réglages des triggers communication avec I'automate
Pour le premier bloc d’acquisition

D Time Series
AF o (=] B a]

Find Focus Set Exposure Continuous Snap

 Z-Stack 31 slices
W Time Series i Cycle
X O Interval Time

7u7 Tiles O Marker
& Start
P Start Experiment

- Start mode —
Mode: Manual -
Trigger out: None
- End
Mode: Manual
Trigger Out: Triggerl

Réglages des triggers communication avec 'automate
Pour le deuxieme bloc d’acquisition et les suivants

@ Time Series

- Start mode
Mode: Trigger © interval Time
. - . 0 Marker
Trigger in: Triggerl © sun
Trigger out: None Trigger Pre-Scan
= E nd Triggerl

None

Mode: Manual
Trigger Out: Triggerl Marisl

Triggerl
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	 Vérifier que le bouton  est désactivé (diode éteinte)

