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Dvoufotonovy mikroskop Bruker Ultima IntraVital

Umisténi

Mistnost Dal / priz. / 009 (1. 3767)
Odd. biomatematiky, Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i., Videfiskd 1083, Praha 4

Kontakty

Spravce:

Mgr. David Vondrasek

david.vondrasek@fgu.cas.cz, tel. 24106 2274, -2472, -2582.
Administrativni a technické zajisténi provozu, konzultace.

Zastupce spravce:

Ing. Mgr. Daniel Hadraba, Ph.D.

hadraba.daniel@fgu.cas.cz, tel. 24106 2314.

Administrativni a technické zajiSténi provozu pri nepritomnosti spravce.

Vedouci odd. biomatematiky:

RNDr. Jiri Janacek, Ph.D.
jiri.janacek@fgu.cas.cz, tel. 24106 2768.
Konzultace v oboru zpracovani a analyzy obrazu.

Poplatky

Informace o poplatcich jsou na https://www.fgu.cas.cz/articles/672-poplatky-czbi.

Obecna pravidla provozu

« Nahlédnéte do dokumentu Pravidla provozu mikroskopu.
« Pristroj pouzivaji vyskoleni uzivatelé v souladu se Zaznamem o zaSkoleni.

V pracovni dobé (v pracovni dny od 8:00 do 17:00) je mozno praci konzultovat
se spravcem. Nevahejte spravce kdykoliv kontaktovat, napr. ke konzultaci
designu pokusu, pri zméné mériciho protokolu, pro pouziti nestandardni
fluorescencni protilatky nebo podminek snimdni, pri neodkladném experimentu
atd.

« Uzivatel je povinen zapsat se do pristrojového deniku umisténého u pristroje.
Informace o poplatcich za uzivani pristroje jsou uvedeny na webové strance
https://www.fgu.cas.cz/articles/672-poplatky-czbi.

« Pri publikovani vysledku ziskanych pomoci mikroskopu jsou uzivatelé povinni
uvést vyuziti pristroje. Uzivatelé otevreného pristupu jsou dale v podékovani
povinni uvést: ,Vysledky byly ziskdny v ramci Narodni infrastruktury pro
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biologické a medicinské zobrazovani (Czech-Biolmaging LM2018129
financovany MSMT CR).“, anglicky ,The results were obtained using the
National Infrastructure for Biological and Medical Imaging (Czech-Biolmaging
LM2018129 funded by MEYS CR).” Pripadné nejasnosti je treba konzultovat se
spravcem.

Specificka pravidla provozu Bruker Ultima Intravital

+ Chameleon Discovery TPC laser je v neaktivnim stavu v tzv. stadby moédu a
nikdy se nevypina. Ve standby mddu je klicek pro zapinani laseru v pozici
STADBY a otoCenim Kklicku do pozice LASER ENABLED dojde k zapnuti
laseru.

+ Zapnéte kontrolni stanici prepnutim spinace, ktery je lokalizovan na pravé
strané kontrolni stanice.

+ Zapnéte PC

+ Zapnéte software Chameleon a zkontrolujte COM porty pro pripojeni laseru.
V softwaru prepnéte na externi ovladani laseru, aby software Prairie View
mohl pristupovat k ovladani laseru. Dulezité: Pokud laser neni v . COM
portech pripojen, prestoze jste otocCili klickem do pozice LASER ENABLED,
kontaktuje spravce systému pro zménu optické cesty a pripojeni USB
z mikroskopu SP8 na mikroskop Bruker Ultima.

« Zapnéte Prairie View software.

« Dulezité: zkontrolujte pozici packy pro nastaveni optické cesty, pozice BR
optickd cesta vede do okularQ pro prohlizeni vzorku, pozice PMT vede do
detektorl pro sniméani vzorku. Spatnd pozice packy muZe vést k poskozeni
detektorl, kontaktujte spravce systému pro vice informaci.

« Po zkontrolovani pacek a nastaveni optické cesty pro Brightfield (BR) muzete
nastavit napéti na detektorech.

« Pro soucasné sniméani a fotoaktivaci, kontaktujte spravce systému kvuli
vyméne dichroického zrcatka ve skenovaci hlavé.

« Otevrete shutter laserového vystupu (laditelny/fixni laser)

+ Systém je pripraven pro snimani.

Zoohygienicka pravidla
Pokud uzivatel vyuziva v experimentu laboratorni zvirata nebo zivé bunky je
povinen:
1) pred transportem zvirat do mistnosti 009 Dal:
a) vSechny pracovni plochy otrit béznym saponatem.
b) vSechny pracovni plochy urcené pro manipulaci slaboratornim zviretem
(oznaceny zelenym prouzkem) dale peclivé povrchové ocistit lihem.
c) ocistit objektiv mikroskopu a prilehlé komponenty diethyletherem.
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2) Manipulace s laboratornim zviretem probiha striktné na pracovnich plochéach
k tomu urc¢enym (oznacené zelenym prouzkem).

3) Veskery spotrebni material urceny na jedno pouziti (vata, tampony, strikacky,
jehly) je sbirdn do urcené nadoby (oznacCena zelenym prouzkem) a po skonceni
experimentu je likvidovan dle svého charakteru.

4) Néstroje a pomucky urcené pro opakované pouziti (termostatickd podlozka
apod.) jsou vzdy povrchové ociStény a desinfikovany.

5) Po skonc¢eni méreni tj. po odneseni nebo usmrceni zvirete je uzivatel povinen:

a) zbavit vSechny pracovni plochy a podlahu necistot a otrit béznym saponatem.

b) vSechny pracovni plochy urcené pro manipulaci s laboratornim zviretem
(oznaceny zelenym prouzkem) peclivé povrchové ocistit vhodnym
desinfek¢énim prostredkem s vysokou ucinnosti proti mikroorganismim napr.
DESAM EFFEKT v doporucené koncentraci 0,5%.

c) ocistit objektiv mikroskopu a prilehlé komponenty diethyletherem.

Detailni popis dvoufotonového mikroskopu Bruker Ultima
IntraVital

1. Mikroskop. Vzprimeny stativ mikroskopu s okulary, motorizovanou platformou
X-Y pro pohyb stativu mikroskopu nad vzorkem (35 X 35 mm skenovaci rozsah),
motorizovanym stolkem (100 x 50 mm skenovaci rozsah, snimani ROI, TileScand,
Mark&Find), motorizovanym ostrenim v ose Z, vzddlenym ovladanim X, Y a Z osy
jak stolku, tak stativu, piezo posuv v ose Z (rozsah pohybu: 400 um), filtry pro epi-
fluorescenci a BR. Mostni platforma s manudlnim nastavenim roviny ostrosti
v krocich o velikosti 6 mm, minimdlni pozice je 155 mm a maximalni pozice je 235
mm. Vymeénitelné vlozky mostni platformy pro zvirata, sklicka a petriho misky.

2. Dostupné objektivy
« Nikon CFI75 25%x/1.1 WD=2mm CC - MP1300

3. Skenovaci hlava. Dva nezavislé sety X-Y galvanometrickych zrcadel v optické
draze. Resonancni skener (8kHz resonancni galvanometr). Rychlost skenovani 30
fps pri formatu 512x512. Pridavny set X-Y galvanometru pro moznost soucasného
zobrazeni a fotoaktivaci s laserem 1040 nm.

4. Osvétlovaci draha.
« Infra-Cerveny laditelny/fixni pulsni laser Chameleon Discovery TPC (Coherent
Inc., CA) s implementovanym akusto-optickym moduldtorem (AOM).
K dispozici jsou dva vystupy laseru:
« Vystup laditelného laseru - laser je laditelny v rozsahu 680 - 1300 nm
(velikost kroku ladéni 1 nm), maximalni vykon 3,5 W, pulsni frekvence
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80 MHz (+ 5), Sirka pulsu 100 - 120 fs, vykon laseru a intensita jsou
regulovany pomoci AOM.
« Vystup fixniho laseru - fixni vlnova délka 1040 nm, maximalni vykon
3,5 W, pulsni frekvence 80 MHz (x 5), Sirka pulsu 140 fs, vykon laseru a
intensita jsou regulovany pomoci AOM.
- Brightfield a fluorescencni lampa

5. Detekc¢ni draha.

« Draha v odrazu - dvoukandalovy detek¢ni modul se svazky optickych vlaken,
moznost nezavisle nastavit gain a offset.
- 2 vysoce citlivé ,gated” GaAsP detektory s kvantovou vytéznosti pres 45 %
pri 550 nm, detekcni rozsah 400-750 nm s nizkym Sumem a vysokym
dynamickym rozsahem.

« Draha v transmisi - transmisni jednotka
- 1 detektor pro transmisni 2-fotonové svétlo, vhodny pro soucasné snimani s
ostatnimi kandly
- 1 GaAsP detector - vysoce citlivy detektor s kvantovou vytéznosti pres 40 %
pri 550 nm, detekéni rozsah 400-750 nm s nizkym Sumem a vysokym
dynamickym rozsahem.

- Hlavni dichroicky a IR filtr:
Dichroic, t700lpxxr-xxt, 34x26x1mm, w/Vis AR
Filter, ET680SP-2P, 50mm Dia Unmounted

« Kostka detektoru - Reflected Emission Detector cube:
Filter, ET525/70m-2P, 50mm, OD
Filter, ET595/50m-2P, 50mm, OD
Dichroic, T565LPXR, 73.0 x 51.0 x 1mm, w/ Vis Ar Coat

6. Software. Prairie View pro ovladani stativu mikroskopu/stolku, snimani obrazu
(jednotlivé snimky, cCasosbérné série, z-série, mark and find, tilescany,
fotostimulaci, fotoaktivaci and kombinaci zminénych moédu sniméani), moznost
soucCasného snimdni a fotoaktivace. Maximalni forméat sniméni 2048x2048 pixeld.
- Fotostimulace ve 2D médu (line scan, segment scan, spiral scan nebo free
hand scan)
« Snimani obrazu s kompenzaci intensity signalu pomoci zmény vykonu laseru,
nebo napéti na dektorech
« Moznost pristupu k datim pomoci externich softwaru, napr.: Matlab
- Software umoznuje snimani FLIM/PLIM
« Spectralni skeny pro detekci odpovédi signélu ze vzorku na ruzné excitacni
vilnové délky
Software Coherent pro kontrolu stavu dvoufotonového laseru, laser muze byt
ovladan jak pomoci softwaru Software, tak i pomoci Prairie View.
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7. HW moduly a prislusenstvi. Moznost pripojit externi zarizeni pres TTL
(napriklad pro elektrofyziologii).

Uzitecné odkazy

« LAS X Core Offline software pro otevirani souboru Leica formatu
« Nyqist online calculator pro teoretické kalkulace velikosti pixelu a voxelu

Fiji (Fiji is Just Image]):
« Bioformats (former LOCI Tools) Image]
« SILIM Curve

« Image] world mailing list

Interaktivni prohlizece fluorescenc¢nich spekter:
- ThermoFisher (Life Technologies) interactive Spectra Viewer
Leica FluoScout with short description;
BdBioSciences Spectrum Viewer
Biol.egend SpectraAnalyzer
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 fluorofori:

» https://www.fluorophores.tugraz.at/substance/

» https://www.leica-microsystems.com/science-lab/fluorescent-dyes/
* https://works.bepress.com/gmcnamara/9/
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