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Konfokalni mikroskop s dvoufotonovou excitaci Leica SP8 WLL MP -
podrobné informace

Umisténi
Mistnost Dal / priz. / 010 (1. 2582)

oddéleni biomatematiky, Fyziologicky tstav AV CR, Krésky areal, Videtiska 1083, Praha 4

Kontakty

Spravce: Alexandr Cerﬁavsk;’r, Ph.D.: oleksandr.chernyavskiy@fgu.cas.cz , tel. 29644 2274, -
2582, -2774, -3767 (linky 2274, 2582, 2774, 3767). Administrativni a technické zajisténi
provozu, konzultace.

Zastupce spravce: Mgr. Daniel Hadraba: hadraba.daniel@fgu.cas.cz , tel. 29644 2274, -2582,
-2774, -3767 (linky 2274, 2582, 2774, 3767). Administrativni a technické zajiSténi provozu pfti
nepiitomnosti spravce.

Zastupce vedoucitho oddéleni biomatematiky pro provoz konfokdlni 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 rezervacni systém umistény na
https://biomed.cas.cz/rezervace/. Pristup do systému maji pouze zaregistrovani uZivatelé,
prehled rezervaci je dostupny vSem po nakliknuti na “Zobrazit planovani”. Rezervace pristroje
je umoznéna vSem uzivatellim, ktefi maji pristup do rezervacniho systému. O tento pristup
zazadaji IT oddéleni FGU na e-mailové adrese helpdesk@fgu.cas.cz (v kopii spravci). Ostatni
uzivatelé si pristroj mohou rezervovat pouze po dohodé se spravcem. Po ovéfeni zadosti
(zpravidla b&hem nékolika hodin) zaméstnanci FGU dostanou rezervaéni prava na viechny
laserové skenovaci konfokalni mikroskopy FGU (zaméstnanci jinych akademickych instituci a
externi uzivatelé dostanou rezervacni prava jen na pozadovany pristroj), coz jim je ozndmeno
emailem od IT oddéleni. Pro narok na vyuziti pristroje je rozhodujici jméno uzivatele uvedené v
rezervatnim systému. Je tfeba, aby uzivatelé dodrzovali zamluvené casy, a v pripadé, zZe
nebudou moci zamluveny cas vyuzit, rezervaci co nejdiive zrusSili (ptripadné upravili
rezervovany Cas dle aktualni potieby). Problémy s rezerva¢nim systémem je treba hlasit na IT

Helpdesk FGU (helpdesk@fgu.cas.cz).
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Rezervace prostfednictvim www stranky je moznad maximalné jeden mésic piredem. Radné
zruSeni rezervace je nutné ucinit primo v rezervacnim systému co nejdrive, avSak nejpozdéji
24 hodin pred planovanym zacatkem snimani. Pozdéjsi zrusSeni rezervace, které muiiZze vykonat
pouze spravce, bude feSeno individualné jako mimoradna situace. Stejna pravidla plati pro
upravu rezervovaného cCasu. Pokud rezervace nebude zrusena v radném terminu, bude
nevyuzity zarezervovany ¢as vyuctovan na vrub objednatele uvedeného v rezerva¢nim systému.
V pripadé opakovaného nevyuzivani rezervovaného ¢asu miize byt prisluSnému uzivateli
omezen pristup k pristroji. Pravidla pro pridéleni pristupovych prav do mistnosti s laserovymi
skenovacimi konfokalnimi mikroskopy a potfebny postup jsou uvedeny na str. 2 dokumentu
»Zaznam o zasSkoleni“ viz UZite¢né odkazy.

2. Skoleni uzivateli

Po registraci do online rezerva¢niho systému uzivatel ziskd automaticky status bézného
(nezaskoleného) uZivatele. Pro ziskani statusu samostatného (zaskoleného) uZzivatele je nutné
absolvovat Skoleni, béhem kterého se uzivatel seznami s pravidly bezpecnosti a ochrany zdravi
pti praci, se zdsadami Setrného a bezproblémového provozu pristroje, se spravnym postupem
zapinani a vypinani p¥istroje a s tim, co délat v p¥ipadé problemd, popt. havarie. Skoleni pro
praci s pristrojem je tfeba dohodnout se spravcem. Na zavér Skoleni bude podepsan Zaznam o
zaskoleni.

3. Zasady pro praci s pristrojem

VSechny zmény (hardwarove) konfigurace (napft. tykajici se jednotlivych filtra, kostek filtrd,
vymény dedikovanych externich detektorti za kameru, nastaveni a piesné kalibrace komirky
pro méfeni Zivych bunék, zmény teploty v mistnosti) je nutné konzultovat se spravcem pristroje
(nejlépe s predstihem nebo alespon bezprostiedné pred zasahem). Ve zvlastnich ptipadech
spravce muZze uzivateli povolit vlastnoru¢né meénit konfiguraci, a to pouze po dodatecném
zaSkoleni samostatného uZivatele i s praktickym nacvikem.

Rtutovou vybojku nezapinejte diive nez 5 minut pfed tim, neZ budete chtit pouzivat
fluorescen¢ni mikroskop. Vybojku nevypinejte, pokud by méla byt opét zapnuta diive nez za
20 minut. V kaZdém pripadé se vybojka nesmi zapinat, pokud je horka (hrozi prasknuti vybojky
a zamoteni mistnosti, tj. pferuSeni provozu pristroje).

Pfi pouzivani Ar laseru, je nutné dodrZet spravny postup pro vypinani laseru a nasledovné
celého systému. Chlazeni Ar laseru se nesmi vypinat drive nez 15 minut po vypnuti Ar laseru
(jak v LAS X software, tak i otocenim klice na panelu mikroskopu). NedodrZeni tohoto pravidla
by vedlo k vyznamnému sniZeni Zivotnosti Ar laseru, pripadné k poruse laseru.

Neni dovoleno sahat na jakékoliv sklenéné povrchy (Cocka objektivu, ¢ocka kondenzoru,
filtrbloky...).

Pfi zménach nastaveni mikroskopu (objektiv, stolek, komiirka, kondenzor), je tfeba pracovat
opatrné, nastaveni neménit nasilim - problémy neprodlenné konzultovat se spravcem.
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Po ukonceni prace je uzivatel povinen po sobé vse uklidit, vyhodit pouzita sklicka do k tomu
urc¢ené nadobky/kontejneru, odstranit zbytky imerzniho oleje z objektivii - Setrné papirky na
Cisténi objektivu (lens cleaning tissues). Dale uZivatel zapisSe vyuZiti pristroje do provozni knihy
s uvedenim ptijmeni, data, ¢asu (poCatku a konce prace - stanoveno casem prichodu a
odchodu), uvedenim nazvu zaméstnavatele a cisla (nebo jiného oznaceni) laboratore a
vlastnoru¢nim podpisem, struCnym popisem meéieni, pripadnymi poznamkami a v pripadé
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 pfedem povolena vlastnoru¢ni zména
konfigurace mikroskopu (viz vySe), musi uvést pristroj do ,defaultni“ konfigurace (pokud
nebylo dohodnuto se spravcem jinak).

S dotazy spojenymi s uzivanim ptistroje (konzultace pokusu, otdzka nestandartnich podminek
snimani, popf. prace mimo pracovni dobu apod.) se obracejte na spravce pristroje. S otazkami
spojenymi s rezervaénim systémem se obracejte na IT oddéleni FGU (helpdesk@fgu.cas.cz).

Pri publikovani vysledkd, ziskanych pomoci mikroskopu, jsou uZzivatelé povinni uvést vyuziti
pristroje v publikaci - presnd forma viz niZe, pripadné nejasnosti je treba konzultovat se
spravcem.

Za projekt Czech-Biolmaging:

- »Supported by MEYS (LM2015062 Czech-Biolmaging)

- “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 BrainView
- ,Podporeno z ERDF, OPPK BrainView CZ.2.16/3.1.00/21544",
- »Supported by project OPPK BrainView CZ.2.16/3.1.00/21544",

Poplatky: viz samostatny dokument:

Odkaz pro interni uzivatelé:
http://intranet.fgu.cas.cz/pristroje sluzby/Publishinglmages/Stranky/Kontakty a obecne info
rmace /Poplatky%20za%20vyuziti%20zobrazovacich%?20technik%20FGU%20zapojenych%20

do%20projektu%20Czech-Biolmaging.pdf

Odkaz pro externi uzivatelé:

http: //www.fgu.cas.cz/upload /files /Poplatky zobrazovaci techniky FGU Czech Bioimaging.pdf
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Podrobna specifikace konfokalniho mikroskopu Leica SP8 WLL MP

Mikroskop: invertovany mikroskop Leica DMi8 s binokuldrnim nastavcem, motorizovanym
kondensorem a bo¢nim portem pro pripojeni kamery na snimani preparati v prochazejicim
svétle, DIC a fluorescenci; motorizovany skenovaci stolek (rozsah posuvu 127 x 83mm, mozZnost
snimani ROI, TileScan, Mark&Find) s vlozkou Super Z Galvo (rozsah z-posuvu 1500 pm).

Zakladni sada objektivii:

HC PL FLUOTAR (FLUOR) 5x/0.15 NA, WD=10 mm;

HC PL FLUOTAR (FLUOR) 10x/0.30 NA, WD= 11 mm;

multiimerzni objektiv HC PL APO 20x/0.75 NA, IMM CORR CS2, WD=0.67 mm, DIC;

HC PL APO 63x/1.20 NAW CORR CS2, WD=0.30 mm, DIC;

HC PL APO 63x/1.40 NA OIL CS2, WD=0.14 mm, DIC.

(po dohodé lze pouZit i objektivy uzivané na jinych mikroskopech firmy Leica Microsystems).

Konfokalni hlava UV-VIS-IR: akusticko-opticky délic paprskii (AOBS), konvenc¢ni (cca. 7
obrazki / sek pti 512x512 pixel) a 8 kHz rezonancni (28 obrazki / sek pii 512x512 pixeli)
skenery, spektralni detektor s laditelnym emisnim rozsahem 350 nm - 800 nm.

Lasery: DMOD 405nm (50 mW), multi¢arovy Ar laser 458 - 476 - 488 - 496 - 514 nm (65 mW),
pulsni superkontinualni “bily” laser druhé generace WLL2 s rozsahem vinovych délek 470 - 670
nm (cca. 1,5 mW na kaZdou ¢aru) s moZznosti vyuziti az 8 vinovych délek souc¢asné pomoci AOBS
(nastavitelné v krocich 1 nm) s nezavislym ovladanim vykonu kazdé vinové délky pro rychlou
modulaci intenzity laseru pomoci 8-kanalového akusticko-optického laditelného filtru (AOTF);
pulsni infra-¢erveny laditelny laser Chameleon Ultra I (Coherent Inc., CA) s rozsahem vinovych
délek 690 - 1040 nm, maximalnim vystupnim vykonem 4 W, pulsni frekvenci 80 MHz, $itkou
pulsu ~140 fs a s ovladanim intensity laseru pomoci elektro-optického modulatoru (EOM) a
atenuatoru.

Detektory: Interni (konfokalni): 2x HyD spektralni detektory vysoce citlivé hybridni detektory
s maximalni kvantovou uc¢innosti 45% (pti 500 nm) s rozsahem 400 - 720 nm s nizkym Sumem
a velkym dynamickym rozsahem, mozZnosti photon counting mdédu a gaitingu, mozZnost
nastavovat offset a gain pro kazdy detektor zvlast, moZnost vybrat libovolné spektrum pro
detekci a libovolné detekéni okno; Sifka okna od 1 nm;

2x PMT interni detektor s vysokou citlivosti, QE = 30% (pfi 500 nm), rozsah detekce od 400 do
800 nm, moZnost nastavovat offset a gain pro kazdy detektor zvlast, moznost vybrat libovolné
spektrum pro detekci a libovolné detekéni okno; Sitka okna od 1 nm;

TLD - detektor pro snimani v prochazejicim svétle (BF) nebo DIC, pouZzitelny soucasné s dalsimi
kanaly (konfokalnimi a externimi - non-decanned detektory);
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Externi (non-descanned): 2x vysoce citlivé HyD spektralni detektory (s rozsahem
400 - 720 nm) s nizkym Sumem a s vysokym dynamickym rozsahem, moZnosti photon counting
maddu a gaitingu;

Komirka pro snimani zZivych bunék: systém od firmy Oko-Lab s kontrolou teploty H301-T-
UNIT-BL-PLUS (vcetné ohfrivace objektivii), koncentrace CO, (0-20%) a Kkysliku 02 (1-95%,
hyperoxické podminky az po zajiSténi dodani O, do inkubatoru) CO2-0, Unit-BL [0-20;1-95],
zavlhcovaci jednotkou a komiirkou H301-K-FRAME s moznosti perfize, vlozkou GS35-M (pro 1x
25x76 mm podlozni sklo a 2x 35 mm Petriho misky) s magnetickymi drzaky vzorkd.

FLIM modul: jednokanalovy TCSPC systém pro snimdani casové korelovanych jednotlivych
fotoni v jednom spektralnim kanalu Simple-Tau-150-D1 (Becker & Hickl GmbH, Berlin,
Némecko). Ultrarychly systém registrace jednotlivych fotonti na bazi SPC-150 modulu se sklada
z PCI-box’u, ovladace detektoru DCC-100 a chlazeného velmi rychlého detektoru PMC-100-1 na
bazi fotonasobice (s rozsahem detekce 300 - 820 nm) a kontrolniho noteboku. Na snimani FLIM
dat se daji pouzit i standardni externi hybridni detektory Leica HyD NDDs (2x), umisténé na
bo¢nim portu invertovaného mikroskopu Leica DMi8.

Software: LAS X pro ovladani stativu mikroskopu, automatizované snimani obrazd a sérii
obrazi (z-série, casosbérné série, spektralni A-série a jejich kombinace) s pouZzitim riznych
lasert véetné sekvenc¢niho snimani.

SW moduly: Dye Finder, Live Data Mode, 3D Visualisation, Co-Localisation, MicroLab (pro FRAP,
FRET, FLIP experimenty i ROI), FRAP Zoomer (pro FRAP na tandemovém skeneru).

Uzite¢né odkazy

- Rezervacni systém ptistrojii FGU AV CR: https://www.biomed.cas.cz/rezervace/

- Stranka s popisem a specifikacemi optickych mikroskopt FGU:

http://fgu.cas.cz/research/167-shared-equipments

- Stranka s kompletnimi informacemi zapojenych zobrazovacich pristrojii 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)
véetné pravidel piistupu 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 inf
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ormace/Z%c3%alznam%200%20za%c5%alkolen%c3%ad%20formul%c3%al%c5%99%20C
zech-Biolmaging%20VZOR.pdf)

- Zaznam o zaSkoleni - odkaz pro externi uzivatele: http://www.fgu.cas.cz/articles/529-czech-
bioimaging-2016-2019

- ProhliZe¢ soubori ve formatu LIF a LEI (t.. specifickych formatech firmy Leica Microsystems
GmbH) LAS AF Lite (verze LAS-AF-Lite 2.6.0 build 7266) - vhodny pro prohliZeni nasnimanych
dat z mikroskopu Leica SP2, SPE, SP5, SP8.

- Open source program Fiji (Fiji is Just Image]) - programu Image] s predinstalovanymi pluginy
(v€etné Bioformats, byv. LOCI Tools) a uznavany mezinarodni védeckou komunitou jako jeden
ze standartnich programid na zpracovani obrazovych dat, vCetné rozsahlého navodu a
dokumentace, poptipadé Image Processing and Analysis in Java (Image]) spolu s nékterymi
uZite¢nymi pluginy:

- Bioformats (byvaly 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.

Online Nyquistova kalkulacka (pro teoreticky vypocet velikosti voxeld na zakladé udaji o
optickém systému - NA objektivu, excitacni a emisni vinové délky atd.) - také je k dispozici
aplikace pro Android 4.0 a vyssi.

- Interaktivni prohliZece fluorescencnich spekter:
ThermoFisher (Life Technologies) interactive Spectra Viewer.

Leica FluoScout with short description;

BdBioScience Spectrum Viewer;

BioLegend Fluorescence Spectra Analyzer;

list of interactive spectra viewers by George McNamara, Ph.D. (The University of Texas MD
Anderson Cancer Center) and his comments on above mentioned resources.

- Tabulky fluorescencnich spekter fluorofért:

http://www.fluorophores.tugraz.at/substance/

http://www.leica-microsystems.com/science-lab/fluorescent-dyes/

http://works.bepress.com/gmcnamara/9/
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