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Invertovany fluorescencni mikroskop Nikon Ti-E
s konfokalnim skenerem na bazi Nipkowova rotujiciho disku
Crest CARVII

Umisténi
Mistnost D / priz. / 048 (1. 2472)

oddéleni Neurofyziologie paméti, Fyziologicky ustav AV CR, Krésky aredl, Videriska
1083, Praha 4

Kontakty

Spravce: Mgr. Daniel Hadraba: Daniel.Hadraba@fgu.cas.cz, tel. 29644 2274, -2582, -
2774, -3767 (linky 2274, 2582, 2774, 3767). Administrativni a technické zajisténi
provozu, konzultace.

Zastupce spravce: Mgr. Alexandr Ceriavsky, Ph.D.: cernavsky@fgu.cas.cz, tel. 29644
2274, -2582, -2774, -3767 (linky 2274, 2582, 2774, 3767). Administrativni a technické
zajiSténi provozu pri nepritomnosti spravce.

Zastupce vedouciho oddéleni Biomatematiky pro provoz konfokalni facility: RNDr. Lucie
Kubinova, CSc.: Lucie.Kubinova@fgu.cas.cz, tel. 29644 2314. Konzultace v oboru
stereologie.

Vedouci odd. Biomatematiky: RNDr. Jifi Janacek, PhD.: Jiri.Janacek@fgu.cas.cz, tel. 29644
2768. Konzultace v oboru zpracovani a analyzy obrazu.

Pravidla provozu

1. Rezervace. K rezervaci pristroje slouzi rezervatni systém umistény na
https://biomed.cas.cz/rezervace/ . Pristup do systému maji pouze zaregistrovani
uzivatelé, prehled rezervaci je dostupny vSem po kliknuti na “Planovani a vytvoreni
rezervaci” a nasledné na modry trojdhelni¢cek vedle napisu “Prehled rezervaci®.
Rezervace pristroje je umoznéna vSem uzivatelim, ktefi maji pristup do rezervacniho
systému. O tento piistup zazadaji IT oddéleni FGU na e-mailové adrese
helpdesk@fgu.cas.cz (v kopii spravci). Ostatni uZivatelé si pristroj mohou rezervovat
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pouze po dohodé se spravcem. Po ovéreni Zadosti (zpravidla béhem nékolika hodin)
zaméstnanci FGU dostanou rezervaéni prava na nabizené mikroskopy FGU (zaméstnanci
jinych akademickych instituci a externi uZivatelé dostanou rezervacni prava jen na
pozZadovany pristroj), coZ jim je oznameno emailem od IT oddéleni. Pro narok na vyuZiti
pristroje je rozhodujici jméno uZivatele uvedené v rezervacnim systému. Je tieba, aby
uzivatelé dodrZovali zamluvené Casy, a v pripadé, Ze nebudou moci zamluveny cas
vyuzit, rezervaci co nejdrive zrusili (pfipadné upravili rezervovany c¢as dle aktudlni
potfeby). Problémy s rezerva¢nim systémem je tieba hlasit na IT Helpdesk FGU
(helpdesk@fgu.cas.cz).

Rezervace prostrednictvim www stranky je mozna maximalné jeden mésic predem.
Radné zruseni rezervace je nutné ucinit ptimo v rezerva¢nim systému co nejdiive, aviak
nejpozdéji 24 hodin pred planovanym zacatkem snimani. Pozdéjsi zruSeni rezervace,
které muze vykonat pouze spravce, bude reseno individualné jako mimoradna situace.
Stejna pravidla plati pro Upravu rezervovaného c¢asu. Pokud rezervace nebude zrusena v
radném terminu, bude nevyuzity zarezervovany c¢as vyucCtovan na vrub objednatele
uvedeného v rezervacnim systému. V pripadé opakovaného nevyuzivani rezervovaného
¢asu muZe byt piisluSnému uZzivateli omezen piistup k pristroji. Pravidla pro pridéleni
pristupovych prav do mistnosti s mikroskopy a potfebné postupy jsou uvedeny na str. 2
Zaznamu o skoleni, viz samostatny dokument.

2. Skoleni uzivateli. Po registraci do online rezerva¢niho systému uZivatel ziska
automaticky status béZzného (nezasSkoleného) uzivatele. Pro ziskani statusu
samostatného (zaskoleného) uZivatele je nutné absolvovat Skoleni, béhem kterého se
uzivatel seznami s pravidly bezpec¢nosti a ochrany zdravi pti praci, se zdsadami Setrného
a bezproblémového provozu pristroje, se spravnym postupem zapinani a vypinani
pristroje a s tim, co délat v piipadé problémd, popt. havarie. Skoleni pro praci s
pristrojem je tfeba dohodnout se spravcem a nasledné bude vystaven ,Zaznamem o
zasSkoleni“ (viz samostatny dokument) s podpisem Skolitele i uzivatele.

3. Zasady pro praci s pristrojem.
Uzivatel je povinen zapsat se do pristrojového deniku umisténého u pristroje.

VSechny zmény (hardwarové) konfigurace (napf. tykajici se jednotlivych filtr(i) je nutné
konzultovat se spravcem pristroje (nejlépe s predstihem nebo alesponl bezprostiedné
pied zasahem). Ve zvlasStnich piipadech spravce miize uzivateli povolit vlastnoruc¢né
ménit konfiguraci, a to pouze po dodatecném zaskoleni samostatného uZivatele i s
praktickym nacvikem.

Rtutovou vybojku nezapinejte diive neZ 5 minut pred tim, neZ budete chtit pouzivat
fluorescencni mikroskop. Vybojku nevypinejte, pokud by méla byt opét zapnuta drive
nez za 20 minut. V kazdém pripadé se vybojka nesmi zapinat, pokud je horka (hrozi
prasknuti vybojky a zamoreni mistnosti, tj. pferuseni provozu pristroje). Neni dovoleno
sahat na jakékoliv sklenéné povrchy (cocka objektivu, coc¢ka kondenzoru, filtry atd.).
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Pii zménach nastaveni mikroskopu (objektiv, stolek, komtirka, kondenzor), je tieba
pracovat opatrné, nastaveni nemeénit nasilim - problémy neprodlené konzultovat se
spravcem.

Po ukonceni prace je uzivatel povinen po sobé vse uklidit, vyhodit pouzita sklicka do k
tomu urcené naddobky/kontejneru, odstranit zbytky imerze z objektivl - Setrné papirky
na CiSténi objektivu (lens cleaning tissues). Dale uZivatel zapiSe vyuZiti pristroje do
provozni knihy s uvedenim prijmeni, data, ¢asu (pocatku a konce prace - stanoveno
casem prichodu a odchodu), uvedenim nazvu zaméstnavatele a cisla (nebo jiného
oznaceni) laboratofe a vlastnoru¢nim podpisem, stru¢nym popisem méreni, piipadnymi
pozndmkami a v piipadé internich uZivateld z FGU i s ¢islem zakazky, ze které budou
hrazeny poplatky. Jakékoliv komplikace nebo technické problémy je nezbytné nutné
neprodlené oznamit spravci pristroje a zaevidovat do provozni knihy. UZivatelé, jimZ
byla predem povolena vlastnoru¢ni zména konfigurace mikroskopu (viz vySe), musi
uvést pristroj do ptivodniho nastaveni (pokud nebylo dohodnuto se spravcem jinak).

S dotazy spojenymi s uzivanim pristroje (konzultace pokusu, otdzka nestandartnich
podminek snimani, popt. prace mimo pracovni dobu apod.) se obracejte na spravce
pristroje.

S otazkami spojenymi s rezerva¢nim systémem se obracejte na IT oddéleni FGU

(helpdesk@fgu.cas.cz ).

Pri publikovani vysledkd, ziskanych pomoci mikroskopu, jsou uzivatelé povinni uvést vyuziti
mikroskopu v publikaci - presna forma viz niZe, pfipadné nejasnosti je tieba konzultovat se
spravcem.

Za projekt Czech-Biolmaging:

- »Supported by MEYS (LM2015062 Czech-Biolmaging)"nebo

- We acknowledge the Biolmaging Facility, Institute of Physiology, supported by the
Czech-Biolmaging large Rl project (LM2015062 funded by MEYS CR) for their
support with obtaining scientific data presented in this paper

Za projekt OPPK Mikroskopicky systém mozné varianty:

- V podékovani bude uvedeno v ceském jazyce ,Podporeno z ERDF, OPPK
Mikroskopicky systém CZ.2.16/3.1.00/28034 nebo v anglickém jazyce ,Supported
by project OPPK Mikroskopicky systém CZ.2.16/3.1.00/28034".

- Nazev projektu bude uveden v udaji o zdroji pouzitych zvirat: "Experiments were

performed in male Wistra albino rats (Insitute od Physiology of the Czech Academy
od Science, OPPK Mikroskopicky systém CZ.2.16/3.1.00/28034)"

- Bude uvedeno v metodice €i supplementary materiels u pouZitého pristroje: “ Na
analyzu vzorkil mozkové tkdné byl pouZit Fluorescencni konfokdIni mikroskop,
Nikon, OPPK Mikroskopicky systém CZ.2.16/3.1.00/28034".
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Poplatky : v feseni

Ké/ho [Ké/hod - K¢/hod operator po 17h +

d operator vikend
FGU - interni Bude upi'esnéno, zatim zdarma.
Akademic (AV, VS) Bude upiesnéno, pro bliZsi info prosim kontaktujte spravce.
Externi Bude upi'esnéno, pro blizsi info prosim kontaktujte spravce.
CZBI access Bude upi'esnéno, pro blizsi info prosim kontaktujte spravce.

Podrobna specifikace konfokalniho mikroskopu Nikon Ti-E / Crest
CARV I

1. Mikroskop. Invertovany fluorescenc¢ni mikroskop Nikon Ti-E s motorizovanym
stolkem Prior Proscan III, ktery umoZni snimani vice ROI, TileScan a Mark&Find.
K mikroskopu je pripojena jednotka Crest CARV II, kterda umozZnuje automatické
konfokalni snimani za pomoci rotujiciho Nipkowova disku nebo provadéni FRAP méreni.
Celd mérici sestava je uloZena na aktivnim pneumatickém antivibra¢nim stole STable©
Supertech.

2. Zakladni sada objektivti.

Nikon CFI Plan Fluor 10X, DIC, 10x/0.3 NA, WD = 16 mm;

Nikon CFI ADL 10X, Ph, 10x/0.25, WD = 6.2 mm;

Nikon CFI Plan Fluor 20X, DIC, 20x/0.5 NA, WD = 2.1 mm;

Nikon CFI S Fluor 40X 0il, DIC, 40x/1.3 NA, WD = 0.22 mm;

Nikon CFI Plan Apo Lambda 60X Oil, DIC, 60x/1.4 NA, WD = 0.13 mm;
Nikon CFI Plan Apo VC 100X 0il, DIC, 100x/1.4 NA, WD = 0.13 mm;

For more information, please visit:
https://www.nikoninstruments.com/en EU/Product-Selectors/Objective-Selector

3. Osvétlovaci soustava. Kdispozici je jak osvétleni pomoci halogenové lampy
v transmisnim maédu, tak rtutova vybojka X-Cite® 120PC Q s rozsahem spektra od 300 nm do
700 nm v epifluorescencnim modu. Excitactni ¢ast je vybavena sadou filtri a dichroickych
zrcatek, které umoznuji praci s nasledujicimi fluorofory (DAPI, GFP, Cy3, Texas Red, Cy5).
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4. Detekcni soustava. V emisni cesté jsou umistény bariérové filtry pro vyse uvedené
fluorofory. Obraz je detekovan pomoci monochromatické 16bit CCD kamery Hamamatsu
Orca-R? s rozliSenim 1344 (V) x +1024 (S), velikosti pixelu 6,45 um x 6,45 um, rychlosti
snimani 16.2 fps a kvantovou ucinnosti pires 70 %.

5. Inkubacni komora. Systém Okolab UNO-COMBINED-CONTROLLER o rozmérech 85,5
x 127,7 x 25,0 umoznuje kontrolu teploty (teplota okoli - 50° C), CO2 (0 - 15 %) a
relativni vlhkosti prostredi (75 % pri 37° C).

6. Software. Cely systém je ovladan pres NIS-Elements AR, ktery umozZnuje plnéni
komplexnich snimacich loh pomoci modulu Jobs.

UziteCné odkazy
- Rezervacni systém p¥istroji FGU AV CR: https://www.biomed.cas.cz/rezervace/

- Stranka s popisem a specifikacemi optickych mikroskopiti FGU:
http://fgu.cas.cz/research/167-shared-equipment

- Podrobné informace o piistroji a jeho provozu viz samostatny dokument:

Odkaz pro interni uzivatele:
http://intranet.fgu.cas.cz/pristroje sluzby/Stranky/Kontakty a obecne informace.aspx

Odkaz pro externi uzivatelé:

http://www.fgu.cas.cz/research /167-pristroje

- Stranka s kompletnimi informacemi zapojenych zobrazovacich pristroji do projektu Czech-
Biolmaging:

http://www.fgu.cas.cz/articles /529-czech-bioimaging-2016-2019

- Zaznam o zaskoleni - odkaz pro interni uzivatele:

(http://intranet.fgu.cas.cz/pristroje sluzby/Stranky/Kontakty a obecne informace.aspx) vcetné
pravidel pifstupu do mistnosti s laserovymi skenovacimi konfokalnimi mikroskopy FGU AV CR,
postup a vzor pro vyplnéni

(http://intranet.fgu.cas.cz/pristroje sluzby/Publishinglmages/Stranky/Kontakty a obecne info
rmace/Z%c3%alznam%200%20za%c5%alkolen%c3%ad%20formul%c3%al%c5%99%20Cz
ech-Biolmaging%20VZOR.pdf)

- Zaznam o zaSkoleni - odkaz pro externi uzivatele: http://www.fgu.cas.cz/articles/529-czech-
bioimaging-2016-2019
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Nasledna prace sobrazovymi soubory pomoci programu NIS-Elements Viewer
https://www.nikoninstruments.com/en EU/Products/Software/NIS-Elements-
Advanced-Research/NIS-Elements-Viewer

nebo

open source program Fiji (Fiji is Just Image]) - programu Image] s predinstalovanymi
pluginy (vcetné Bioformats, byv. LOCI Tools) a uznavany mezinarodni védeckou
komunitou jako jeden ze standartnich programi na zpracovani obrazovych dat, vCetné
rozsahlého navodu a dokumentace, poptripadé Image Processing and Analysis in Java
(Image]) spolu s nékterymi uZitecnymi pluginy:

Bioformats (byvale LOCI Tools): http://imagej.nih.gov/ij/ ;

SLIM Curve: http://fiji.sc/SLIM_Curve, https://slim-curve.github.io/ ;

Image] world mailing list: http://imagej.nih.gov/ij/list.html.

Interaktivni prohliZeCe fluorescencnich spekter:

ThermoFisher (Life Technologies) interactive Spectra Viewer.
http://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-
chemistry/fluorescence-spectraviewer.html.html

Tabulky fluorescenc¢nich spekter fluorofori:
http://www.fluorophores.tugraz.at/substance/
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