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QUELQUES RAPPELS
Microscopie confocale

EIN)

lan- APOCHROM/

40x/1,3 Qil DIC

Focale plane

Excitation

\Wide Field

40x/1,3 Oil DIC

Emission

A minute diaphragm,
situated in a conjugated
focal plane, prevents out of
focus light from  being
detected.

PMT

Pinhole
........................ Confocal Plane

Laser

---------------------------- Sample / Focal Plane
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QUELQUES RAPPELS

ZEISS Microscopie confocale

Support de cours

A minute diaphragm, icinn

: : - LD 4

situated in a conjugated %7 Pinhole

focal plane, prevents out W . Confocal Plane
of focus light  from 4

being detected.

The thickness of an optical
section is directly

controlled by: Laser
« Numerical aperture of
objective lens
« Wavelength
« Pinhole diameter
.............. L 7 A Samp|e/ Focal Plane

> Confocal a balayage laser
D'un point a une image

From Image to 3-dimensional Information
How is a X/Y/Z Stack produced?

3
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An individual confocal X/Y image does not represent as much information as the
corresponding wide field image.

Only the maximum projection off all confocal slices from the 3D image stack shows
all details in focus.

1.2 De I'échantillon a I'image

Notion de résolution et d'échantillonnage

ZEISS

EC PlanNeo Fluar
10%/0.3




Notion de résolution et d’échantillonnage

Définition :

La limite de résolution est atteinte
lorsque deux objets ne peuvent étre |
imagés comme deux structures dis-
tinctes.

La distance entre ces deux objets
est appelée “limite de résolution”.

> X

do = Limite de résolution
0.51* Aem
NA**

FWHM* =

FWHM = Résolution latérale [um]
NA = Quverture numérique de |'objectif

Aem = Longueur d’onde d'émission [nm]

*Full with height middle
**NA =n Sin (alpha)

Notion de résolution et d’échantillonnage

d=0.61 —

d = Résolution latérale [um]

NA = Ouverture numeérique de
I'objectif

> X

A = Longueur d'onde d'émission
[nm]

+ do = Limite de résolution

NA=14

NA = 1,4 => alpha= 67°
1,2 52°
0,9 36°
0,5 20°
0,3 12°




Notion de résolution et d’échantillonnage

B |

En suivant les regles de Nyquist :

Taille du pixel < Résolution latérale / 2

Image

Pixelsize in the object
plane is 31nm

Objective

Plan Apochromat
63x/1.4

Resolution d=230nm

Image

Objects are separated,
resolution is sufficient.

Notion de résolution et d’'échantillonnage

Image

Pixelsize in the object
planeis 125nm

Objective

Plan Apochromat
63x/1.4

Resolution d=230nm

Image

Pixelsize in the object
plane is 250nm

Objective

Plan Apochromat
63x/1.4

Resolution d=230nm

Image

Objects are almost
merged; resolution is
barely sufficient.

Objects are merged;
resolution is too low.




QUELQUES RAPPELS
ZEISS De I'échantillon a I'image LES COMPOSANTS DU TRAJET OPTIQUE Support de cours

2 LES COMPOSANTS DU TRAJET OPTIQUE

M. Abbe donne la résolution du
microscope

LSM 800

LSM 880 —

v
-
-ww=

= t Eﬁ

M. Nyquist definit le nombre

de pixels nécessaire pour ne pas
perdre d'information dans l'image
finale

“ The impressive capabilities of the confocal microscope can tempt workers to
think it can accomplish miracles. However, no amount of optical sectioning or
post-processing can reconstruct a perfect picture from bad input.”

(Scott Fraser, 1990)
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ZEISS

LES COMPOSANTS DU
TRAJET OPTIQUE

Support de cc

ours

LSM 800

(1) Lasers

(2) Main Beam Splitter

(3) Scanners

(4) Pinhole

(5) Variable Secondary Dichroic “VSD" 1
(6) Variable Secondary Dichroic “VSD” 2
(7) Filtre emision pour PMT1 (9)
(8) Filtre emision pour PMT3 (10)
(11) PMT2 ou Airyscan

(Passe Haut)
(Passe Bas)

LSM 880

(1) Lasers Visible & Invisible

(2)

(3) Scanners

(4) Pinhole

(5) Secondary Dichroic (option)
(6) Recyling Loop
(

7) Systeme de détection Quasar 3 ou 34 canaux

)
Option:
(8) Filtre emision pour Airyscan
(9) Airyscan

2x Main Beam Splitter VIS & inVis

01/2019
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ZEISS LES COMPOSANTS DU TRAJET OPTIQUE

LE LOGICIEL ZEN

Vue générale

Support de cours

LSM 880 - Quasar

7) Systeme de détection Quasar 3 ou 34 canaux :
0) Systeme de prismes déviateurs et masques
1) PMT1 : Multi-Alkali
2) PMT2 : 1x GaAsP
ou 32x GaAsP
(13) PMT3 : Multi-Alkali

(
(1
(1
(1

LE LOGICIEL ZEN

Vue générale

Espace Image

01/2019
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LE LOGICIEL ZEN

ZEISS Vue générale Support de cours

Linterface peut étre zoomée,
les fenétre ancrées ou libres,
présenter les fonctions essen-
tielles ou toutes les fonctions
avancées (show all).

«Q

Locate

L'onglet Locate permet I'observation aux oculaires et
la manipulation des motorisations du microscope

La personnalisation de I'espace
de travail peut étre enregis-
trée et rechargée par la suite.

Acquisition

L'onglet Acquisition permet la gestion des acquisi-
tions multi dimensions

L'onglet FCS* permet la gestion
des acquisitions FCS

*La FCS est en option

01/2019 ZEN - Les bases de I'acquisition confocale 9



LE LOGICIEL ZEN
ZEISS Ve aénéra

CREATION D'UNE CONFIGURATION
Exemple : Imagerie de I'Alexa Fluor 488nm Support de cours

4 CREATION D'UNE CONFIGURATION
4.1 Exemple : Imagerie de I'Alexa Fluor 488nm

Processing

Alexa Fluor 488

L'onglet Processing regroupe les fonctions de post
traitement du logiciel

Relative Intensity (%)
3 &

ry
tn

300 400 500 600 700 800 800
Wavelength (nm)

Recherche de la raie laser la mieux adaptée parmis celles disponibles

Maintain

Laser - 581nm
Adexa Fluor 438
Larsesr « #050m Laser - 488nm Laser « B33nm
- - - - -

L'onglet Maintain regroupe les outils de gestion et
calibration du microscope

-
[

Relative Intensity (%)
o
=]

25|
oj—
300 400 500 600 700 800 200
Wavelength (nm)

Comparaison de l'efficacité d'excitation des lasers :
Lefficacité sera fonction de la longueur d'onde et de sa possibilité d'exciter
I'échantillon mais également de la puissance du laser utilisé

Pointillés : spectre d’absorption de la molécule

Ligne continue : spectre d’emission de la molécule

01/2019 ZEN - Les bases de |'acquisition confocale 10



CREATION D'UNE CONFIGURATION
ZEISS Exemple : Imagerie de I'Alexa Fluor 488nm

CREATION D'UNE CONFIGURATION
Imagerie Alexa 488/GFP : ex 488nm; em 500-550nm Support de cours

Le laser 488nm est le mieux adapté dans ce cas la

Alexa Fluor 458
Laser - 458nm
- -

100
g 75
z
£ 50
2
=
[]
® 25

0 : S ——
300 400 500 600 700 800 800
Wavelength (nm)
Collecter le signal : 400 -700 / 450 - 680 / / 500-550 ?
Alexa Flucr 488
Laser - 488nm

100 r H
g’ : :
z i

g { :
£ 50 il i
£ i ;
B g !

a H "
® 25 1

Comment collecter le signal ?

400-700 : prendre tout ce qui est possible ?

450-680 : prendre tout le spectre y compris le laser ?

500-680 : prendre tout le spectre en dehors du laser ?

500-550 : prendre tout le spectre ou il y a plus de 20% de signal ?

4.2 Imagerie Alexa 488/GFP : ex 488nm; em 500-
550nm

LSM 800 LSM 880 —_—

=
e
-
- B
L v

——

01/2019 ZE
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ATION D'UNE CONFIGURATION
ZEISS Imagerie Alexa 488/GFP : ex 488nm; em 500-550nm

Onm Support de cours

E Imaging Setup 4 Channels

Trackl ¥ Trackl [LSM

+ T  Focus Ref.

¥ High Intensity Laser Range

Trackl

10%

44 pm

1AU " Max

Alexa Fluor 488

~ B~ Chi 400 nm - 500 niv

A7 Arags  500nm - 550 ni
* A~ Ch3 550 nm - 700 nir

LSM 800
1) Lasers : 488nm

2) Main Beam Splitter

4) Pinhole : 1AU

5) Variable Secondary Dichroic “VSD” 1 (500 nm)
6) Variable Secondary Dichroic “VSD” 2 (550 nm)
11) PMT2 ou Airyscan

(
(
(
(
(
(

—ww=
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CREATION D'UNE CONFIGURATION
ZEISS Imagerie Alexa 488/GFP : ex 488nm; em 500-550nm Support de cours

(7) Systéeme de détection Quasar 3 ou 34 canaux:
(10) Systeme de prismes déviateurs et masques
LSM 880 (11) PMT1
(12) PMT2 : 1x GaAsP
Lasers Visible 488nm ou 32x GaAsP
2x Main Beam Splitter VIS 488nm & inVis Plate lecture 500-550
(4) Pinhole : 1AU (13) PMT3

(5) Secondary Dichroic : Mirror
(7) Systeme de détection Quasar 3 ou 34 canaux 500 — 550 nm

A,
- =
I_n " -

01/2019 ZEN - Les bases de |'acquisition confocale 13



ATION D'UNE CONFIGURATION OPTIMISATION D'UNE IMAGE 2D
L'imagerie, I'art du compromis Support de cours

488/GFP : ex 488nm; em 500-550nm

ZEISS Imagerie £

5 OPTIMISATION D'UNE IMAGE 2D
5.1 L'imagerie, I'art du compromis

I Imaging Setup

Tracklr \
Vitesse

Channel
400
Trackl
Use Dye Color Detector Range
1 chl
« EGFP chs1 500-553nm
. e - 5 . Ch2
400 700

Use Dye Color Detector Range
« EGFP Chl 500-550nm
Chs1
Ch2
I Reflection , .
Résolution

Signal / Bruit

MBS 488 | /
& Visible Light

0 imaging Setup = Acquistion Mode

Plate | ¢
’ Invisible Light o o
458 488 514 561 594 Tack]

NonelSM " A

Focus Incubator
Trackl
10%
44 pm

TR

C'est I'application qui dirige la direction de I'optimisation de I'acquisition

ZEN - Les bases de I'acquisition confocale



OPTIMISATION D'UNE IMAGE 2D

ZEISS

L'imagerie, I'art du compromis Support de cours

La vitesse 7 est un bon compromis de départ

Scan Speed Vitesse

Résolution

Signal / Bruit

Un gain de 750 est un bon compromis de départ

Resolution Signal / Bruit

Le bouton « Optimal » donne une référence du nombre maximum de pixels pour
collecter la résolution de I'objectif

Vitesse

Frame Size

Résolution Signal / Bruit

Vitesse

Résolution Signal / Bruit

0172019
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STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS

EXERCICE D'APPLICATION 1
ZEISS Optimisation d'une image 2D Exemple : Imagerie Alexa Fluor 488 et 647 Support de cours
A EXERCICE D'APPLICATION 1 6 STRATEGIES D'ACQUISITIONS MULTICOULEURS
A1 Optimisation d'une image 2D 6.1 Exemple : Imagerie Alexa Fluor 488 et 647
Réalisez une série d'images : o Moo 8 o e P
100, T T
.'; I|'I I'||
A 512x512 en Vmax # Fan
B : 512x512 avec pixel time de 3-4us g" i
C : Image 2048x2048 en Vmax ] T
D : Image 512x512 avec un temps équivalent a celui de I'image C % 50 A1\
E : Image 1024x1024 avec un temps équivalent a celui de I'image C g A )
© e | 4
Conclusion ? J
0 | f _‘—:\.‘:,,"
300 400 500

Imagerie simulatée
dans le méme track

01/2019 ZEN - Les bases de I'acquisition confocale



ZEISS

STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS
Exemple : Imagerie Alexa Fluor 488 et 647

Support de cours

6.2 Exemple : Imagerie Alexa Fluor 488 et 568

-

Relative Intensity (%)

Laser - 561nm

Alexa Fluor 433
Laser - 488nm
00
75 L
i\
II I II"
50 {
| ' .
25 [ L
|
o - 2 o

600 700 800 800

Wlauialamabie fmmal

- . ) ) N
‘. . -
" Excitation crosstalk
. Contamination par excitation

croisée

Contamination en émission

Imagerie simulatée dans le méme track

Color Detector  Range
chi S00-5500m
1 ohsl
ohi P0-a3anm
Reflection

i
visitle ght |

i
Irrvisibie Light —

ZEN - Les bases de I'acquisition confocale
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ZEISS

STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS
Exemple : Imagerie Alexa Fluor 488 et 568

STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS

Stratégies d'acquisition de I'image Support de cours

B Imaging Setup

_ ——
acks [irackl | Track2

Channel

Trackl

Use Dye
+ Alexa Fluor 438

MBS ’
488/561/633 ' 4
Plate 0
NonelSM '

&' Imaging Setup

Trackl

Track2

1 + Alexa Fluor 568

1

MBS a
428/561/633 ! f‘

&=
Visible Light

[ |
| (- Plate
Invisible Light |

NoneL5M ! y
1

Focus Incubator

Imagerie séquentielle en 2 tracks

Color Detector Range

chl

chsl

chz 570-650nm
| Reflection

«
visible Light :_ -

|
(
Invisible Light | —

Incubator

6.3 Stratégies d'acquisition de I'image

E Imaging Set'i.lp

Ammm—
| Trackl Track2

" Switch track every ” :

- Frame

Toute I'image est scannée d'abord selon le track 1 puis selon le track 2. Tous les
changements mécaniques sont possibles

(+) : modulable / () :switch lent

- Line
L'image est scannée avec une commutation entre le track 1 et 2 a chaque ligne

(+) : trés rapide / (-) : composants mécaniques fixes

- Fast Frame

Toute l'image est scannée d'abord selon le track 1 puis selon le track 2 mais sans
changements mécaniques possibles

(+) : tres rapide / (-) : composants mécaniques fixes

01/2019
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STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS
ZEISS Mode line et fast frame Support de cours

6.4 Mode line et fast frame

1) Lasers

2) Main Beam Splitter (fixe)

3) Scanners

4) Pinhole

) Variable Secondary Dichroic “VSD” 1 (Passe Haut)
)

)

)

1

6) Variable Secondary Dichroic “VSD” 2 (Passe Bas)
7) Filtre emision pour PMT1 (9)
8) Filtre emision pour PMT3 (10)

(
(
(
(
5
(
(
(
(m

Sélection / Gain

Compatible mode line / fast frame : Oui / / Non

(1) Lasers Visible & Invisible

(2) 2x Main Beam Splitter
VIS & inVis

3) Scanners

4) Pinhole

3)

()

(5) Secondary Dichroic (option)
(6) Recyling Loop

7)

Options :

(8) Filtre émision pour Airyscan
9 Sélection / Gain

Compatible mode line / fast frame : Oui /

N - Les bases de I'acquisition confocale
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STRATEGIES D'ACQUISITION MULTICOULEURS

EXERCICE D'APPLICATION 2
Mode line et fast frame

Stratégies d'acquisition multicouleurs Support de cours

B EXERCICE D'APPLICATION 2
B.1 Stratégies d'acquisition multicouleurs

Réalisez une expérience séquentielle (1 couleur par passage ) permettant
I'acquisition de ces 4 fuorochromes en mode FRAME :

DAPI Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 568 Alexa Fluor 633
- - - -

12
LSM 880 - Quasar

7)
0) Systeme de prismes déviateurs et masques
1
2

—~ o~~~

1
1
1
(13)

Pour tout détecteur :
Sélection / Gain

Compatible mode line / fast frame : Oui /

75

50

Relative Intensity (%)

500
Wavelength (nm)

100 ST

DAPI
Alexa Fluor 488
Alexa Fluor 568
Alexa Fluor 633

700

Laser -
Laser -
Laser -
Laser -

405nm
488nm
561nm
633nm

800

01/2019
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EXERCICE D'APPLICATION 2
ZEISS Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs mode séquentiel FRAME Support de cours

B.2 Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs B.3 Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs
mode séquentiel FRAME 1/4 mode séquentiel FRAME 2/4

[ imaging Setup

TR Tk Trods

Channels

——

Channe| Channel

Eapand Al ' Collagne Al Bipand All' "Collapse All

) MBS 458
& MBS 458/514
& MBS 458/561

+ MBS 458
& pABS 458/5:

Color Defector  Range 3

- iry Uit & MBS 458/514/594 5
: o . [ o . o :
] gt : & MBS 488/561 1
1 o : . & MBS 488/594 1

& MBS 488/561/633
# MBS TBO/R20

& MBS A58/
& MBS 483/561/633

Reflection
late | it © Display
il ’ Visible light =
Flate L1
ey ‘ Inwisibile light

NoneLSM ‘

o MES THO/R20

# Dlste : © Display

Plate |
ae| @ Visible light
Plate | g

[ 4 nvisible light

Nonetsm | g}

| =

# Plate } (]
& None

- MBS 405

! MBS 445
# Hone

1*' s 5 Incubator Q.),

# Hone
# None
# None

& None
# MBS TBO/R20
# None

& DS TRO/RE0
& Hoae
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ZEISS

EXERCICE D'APPLICATION 2

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs mode séquentiel FRAME

Support de cours

B.4

7 MBS 458
& MBS 458/514

& mBs 458/561

& MBS 458/514/594
& MBS 488

& MBS 488/561

& MBS 488/594

& MBS 488/561/633
# MBS TBO/R20

# MBS TBO/R20
# None

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs B.5
mode séquentiel FRAME 3/4

IE imaging Setup

Tracks | Trackl | Track2  racks

Channel

Tracka

Color Detector Range

Plate ‘ '

Plate ’
NonelSMm | ’

Chl

chs1

Chs2

ch2
Reflection

|
ILL
visible light | -

| com
invisible light |

Incubator

© Display

Channels

Expand All' "Collapse All

not defined

£) MBS 458
& MBS 458/514

& MBS 458/561

& MBS 458/514/594
& MBs as8

& MBS 488/561

@ MBS 488/594

& MBS 488/561/633
# MBS T80/R20

& Plate

# plate

& None

& MBS -405

& MBS -445

# None

& None

# None

# None

& MBS TBO/R20

# None

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs
mode séquentiel FRAME 4/4

Channels

Channel

Expand All' Collapse All

not defined

458 488 514 561 594 633

s60 |7
Color Detector Range
1 o
1 chs1
1 chs2
1  ch2

TAU “max

Plate | , = © Display

Visible light
Plate ‘

NonelsM | ,‘

«
Invisible light

bk Stage | Focus | | Incubator

01/2019
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EXERCICE D'APPLICATION 3

EXERCICE D'APPLICATION 3
ZEISS Stratégies d'acquisition multicouleurs

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs mode séquentiel LINE Support de cours

C EXERCICE D'APPLICATION 3

C.1 Stratégies d'acquisition multicouleurs C.2 Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs

mode séquentiel LINE 1/4
Réalisez une expérience séquentielle (1 couleur par passage ) permettant
I'acquisition de ces 4 fuorochromes en mode LINE :

% Imaging Setup

s [Trackl™ | Trackz | Track3 | Track4

DAPI Alexa Fluor 483 Alexa Fluor 568 Alexa Fluor 633 Channel
v hd - -
100 . Laser - 405nm —
. L. 488 ] Expand All' "Collapse All
aser - nm = —
L 561 not defined @ 'H T
aser - nm
—~ 75 . Laser - 633nm
ES
E: ) MEs 458 600 700
= & MBS 458/514
g [ ’
o MBS 458/561 o Detacior R
£ 30 @ Alexa Fluor 488 PR T2 DT e
= chl
v @ Alexa Fluor 568 & s 185 S
K @ AexaFluor633 & mBs 485/551 ——
[ & MBS 488/594 1
o ch2
25 & MBS 488/561/633
& MBS TBO/R20
Displ
Visible light | = ) oeply
G
Invisible light
300 400 500 600 700 800 O s 405
</ MBS -445
Wavelength (nm)
Stage | Focus | Incubator
# MBS T80/R20
# None
01/2019
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ZEISS

EXERCICE D'APPLICATION 3
Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs mode séquentiel LINE Support de cours

C.3

/ MBS 458

& MBS 458/514

& MBS 458/561

& MBS 458/514/554
& MBS 488

& MBS 488/561

& MBS 488/594

& MBS 488/561/633
# MBS TBO/R20

& Plate

# Plate
& None
</ MBS -405
& MBS -445
# None
# None
& None
# None

@ MBS TB0/R20
# None

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs
mode séquentiel LINE 2/4

o Showall (€

o

Channel

Expand All Collapse All

H B B BN
405 458 488 514 561

600
Color Detector Range

Plat |rn © Display
= ’ Visible light

Plate [ =
’ Invisible light |

Noncism | @

Cc4

L) MBS 458
& MBS 458/514

J MBS 458/561
& MBS 458/514/594
& mBs 488
& MBS 488/561
& MBS 488/594
& MBS 488/561/633
& MBS T80/R20
# Plate

# plate
# None
</ MBS -305
& MBS -845
# None
# None
& None

# None
& MBS TBO/R20
# None

Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs
mode séquentiel LINE 3/4

& imaging Setup

Trackl | TTrack2 | (FTracs
Channels

Channel
Expand Al Collapse All

I~ o

H E B B
405 458 488 514

Color Detector Range
1  chl
1 chs1
i Chs2
1 ch2

© Display

[y
Visible light

Plate | g [{
’ Invisible light

NoneLsm ’

< Focus | Incubator
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ZEISS

EXERCICE D'APPLICATION 3
Stratégies d'acquisition multicouleurs : 4 couleurs mode séquentiel LINE

ACQUISITIONS DE PILES EN Z
Exemple : Réalisation d'une pile Z : "Z stack"

Support de cours

C.5

/ MBS 458
& MBS 458/514

& MBS 458/561

& MBS 488/561
& MBS 488/594

& MBS 488/561/633
# MBS T80/R20

# Plate

# Plate

# None

~/ MBS -405

& MBS -445

# None

# None

# None

# None

# MBS T80/R20
& None

Stratégies d'acquisition multicouleurs
mode séquentiel LINE 4/4

B imaging Setup

. radd” “Trad2

T

—

600 700

Color Detector Range
1 ch

1 chs1
1 chs2
1  chz

Chl

| Reflection

Plate U
Plate ’
NonelSM ‘

It © Display
visible light

«
Invisible light

]

405 458 488 514 5

: 4 couleurs 7.1

-~
Acquisition

Expand All' Collapse All

& W E

Trackl

Find Focus et Expasure

ACQUISITIONS DE PILES EN Z

Exemple : Réalisation d'une pile Z : "Z stack"

@ B ©

 Show all Tools

Expand Al Collapse All

@ KT

© Display

600

## Focus Devices and Strategy
Color Detector + < Sawe
1o
Chs1
1 s
1 ch 4 Information On Experiment
Reflection B Auto Save

=

= Mul quisition

=
Lasers

Incubator

- 10 um d'épaisseur

- Objectif Plan Apochromat 63x/ 1,4

- 2 canaux :
Alexa 488 et
Alexa 561
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ZEISS

ACQUISITIONS DE PILES EN Z
Z 10um, Alexa 488 et 561, Obj 63x /1.4

Support de cours

7.2

AF

Find Focus  Set Exposure

o Z-Stack 16 Slices
Time Series =
Bleaching —

Tile Scan =
Positions i
| Regions

# Setup Manager

¥ Leser
& Imaging Setup

Trackl | Track2

Channel

Trackl

R

o Show all Tools

Continuous Snap

P Start Experiment

o

Z 10pm, Alexa 488 et 561, Obj 63x /1.4

Acquisition Parameter

® Experiment Designer
= Acquisition Mode
& Channels

*# Focus Devices and Strategy
<> Stage
&° Shuttle and Find

# Multidimensional Acquisition

Z-5tack

Set First

Use Piezo

Interface du module Z stack :

Set Last

15.00 pm

16

Set First

Use Piezo

First/Last

0,00

© Optimize Sectioning and Step

@ Correction

SetLast

Set First

Use Piezo

16
1,00
0.37 pm

Interval slice

-7.50
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Définition d'une pile Z : Définition d'une pile Z :

Immersion
Lamelle

Immersion
— Lamelle

2NN
Nan-APOCHROMAI
63X / 1,4 0il Dic

;
[ -
&l

Position -5.00 pm

Lame Lame




ACQUISITIONS DE PILES EN Z
Mode avancé : Center

ACQUISITIONS DE PILES EN Z

ZEISS Z 10um, Alexa 488 et 561, Obj 63x /1.4 Support de cours

P : 7.3 Mode avancé : Center
Définition d'une pile Z :

Le mode Center permet de combiner des piles Z a différentes positions (xyz) de

Set Last

10.03 um
28

0,37

Set First

Use Piezo

50% de recouvrement entre les

coupes optiques

Immersion
Lamelle

Recouvrement 50%

Section 2

Lame

la lame.

o Show all
Center
10.03 ym

28

0,37

037 pm

& Interval Slice

0,00
0,00

Use Piezo
Range Select

© Optimize Sectioning and Step

0 Correction

z [pm]

Objective lowered when moving stage

Scan overview image ..

offset [um]
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ACQUISITIONS DE PILES EN Z ACQUISITIONS DE PILES EN Z
ZEISS Mode avancé : Optimise Step and sectioning Mode avancé : Auto Z brightness correction Support de cours

7.4 Mode avancé : Optimise Step and sectioning 7.5 Mode avancé : Auto Z brightness correction

1 AU vert = 1 AU Rouge L'outil « Auto Z brightness correction » permet d’augmenter l'intensité laser et/
0,7um = 0,8um o ou le gain du/des détecteurs au fur et a mesure de la progression Z lors de I'ac-
0,1 umvs 0,74 um ? . A quisition d’une pile d'image Z.

Tana Vi W 2569

Ll

_nat defined Expand All' 'Collapse All

First/Last

=

L4
405 458 488 514 561 59

594 633 Expand All' "Collapse All

TTos7um

® Interval Slice o
405 458 488

SetFirst -5,01

5,01 " Use Piezo
© Optimize Sectioning and Step

@ Correction

Loutil « Match pinhole » permet de changer la taille du pinhole entre les cou- P ——
leurs afin de réaliser des coupes optiques équivalentes pour chaque couleur. 4 Use Correction

Add | Position load " Save..
@ Optimize Sectioning and Step © Optimize Sectioning and Step

S0lpm 1 Spline interpolation

Remove all Il Extrapolate

Remove

07um  O8um 07pm  07um

500% 56.1% S0.0% 49.7 % Move to ¥ Enable Test

Match Pinhole Optimal Undc ¥VZ= Match Finhole Optimal
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ZEISS

ACQUISITIONS DE PILES EN Z
Mode avancé : Auto Z brightness correction

Support de cours

L'outil « Auto Z brightness correction » permet d'enregistrer des références a dif-

férents niveaux Z etc. au minimum aux extrémités de la pile.

First/Last

4,95 =
@ Optimize Sectioning and Step

© Correction

¥ Use Correction

Add Position

Remove =501 pm

T

Remove all

Move to

Channels

037 um

® Interval Slice
458 488 514 561
Set First -5,01 88 1

Use Piezo

o
458 488 514 561

Toad . Save
Spline interpolation
Extrapolate

o Enable Test

750 850

750 1050

L'option « Enable test » de 'outil « Auto Z brightness correction » permet d'ap-
pliquer en live la courbe de correction.

= Z-stack

First/Last

0,00 -
@ Optimize Sectioning and Step

© Correction

 Use Correction

Add
Remove
Remove all

Move to

Expand All' "Collapse All

0.37um

® Interval Slice pser
561 594 633 1.5
Set First =501 - 438 { i - 1 2

Use Piezo

800
750 850

= 900
o Enable Test : 750 1 050

Spline interpolation 1AU  max

Extrapolate S 1 —
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ACQUISITIONS DE PILES EN Z ACQUISITIONS DE PILES EN Z
ZEISS Mode avancé : Auto Z brightness correction Passage d'un track a l'autre a la fin de la pile Z Support de cours

7.6 Passage d'un track a I'autre a la fin de la pile Z

Gain / % Laser

¥ Use Correction

Add ' Position Load __ Save Experiment *

Remove -5.01 pum | Spline interpolation

* Smart Setup

Remove all Extrapolate ¥ show all Tools

Move to ¥ Enable Test 7E
(=]

Find Focus S
Continuous

Loption « spline interpolation »
permet de lisser les variations pour ne
pas avoir de variation brutale du
changement de l'intensité. 7

es
ing
Tile Scan

P> start Experiment

*

2 Imaging Setup + showall @

Gain / % Laser Trackl  Track2

¥ Use Correction
“"Add | Position Toad Save

Remove -5.01pum | Spline interpolation Trackl

Remove all | Extrapolate

Move to M Enable Test

Z-Stack

Loption « extrapolate » permet
d’extrapoler la courbe de correction
au-dela des références prédéfinies
dans la liste. z
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ACQUISITIONS DE SERIES TEMPORELLES

ZEISS Passage d'un track a I'autre a la fin de la pile Z Support de cours
Acquisition
0 # Acqui n Parameter
[E Experiment Designer
Smart Setup +f show all Tools New Acquisition Mode
_ i Channels
AF (o] & () e
Find Focus  Set Exposure Continuous Snap Focus Devices and Strategy
Stage
Z-Stack ==
+/ Time Series 100 Cycles S
Bleaching — =~
ilescan 5 # Multidimensional Acquisitio
Positions iy =
- @ Time Series
Regions P Start Experiment
# Setup Manager
® Laser
E Imaging Setup
ck1
i Information On Experiment
B Auto Save
Multidimensional Acquisition
@ Time Series
Pause
pause current time series
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