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

Umisténi

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

Pravidla provozu

Pravidla provozu jsou sepsana v samostatném dokumentu na strance o pristroji na
https://www.fgu.cas.cz/articles/566-leica-sp8-aobs-wll-mp-confocal.

Poplatky

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

Podrobna specifikace konfokalniho mikroskopu Leica SP8 WLL
MP

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

« 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 NA W 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 déli¢ paprski (AOBS), konven¢ni
(cca. 7 obrazk / sek pri 512x512 pixelu) a 8 kHz rezonanéni (28 obrazka / sek pri
512x512 pixelt) skenery, spektrdlni 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 vlnovych délek 470 - 670 nm (cca. 1,5 mW na kazdou ¢aru) s moZnosti
vyuziti az 8 vinovych délek soucasné pomoci AOBS (nastavitelné v krocich 1 nm) s
nezavislym ovladanim vykonu kazdé vlnové délky pro rychlou modulaci intenzity
laseru pomoci 8-kanalového akusticko-optického laditelného filtru (AOTF); pulsni
infra-Cerveny laditelny laser Chameleon Ultra I (Coherent Inc., CA) s rozsahem
vlnovych délek 690 - 1040 nm, maximalnim vystupnim vykonem 4 W, pulsni
frekvenci 80 MHz, Sirkou pulsu ~140 fs a s ovladanim intensity laseru pomoci
elektro-optického modulatoru (EOM) a atenudtoru.

Detektory: Interni (konfokdlni): 2x HyD spektralni detektory vysoce citlivé
hybridni detektory s maximdlni kvantovou uc¢innosti 45% (pri 500 nm) s rozsahem
400 - 720 nm s nizkym Sumem a velkym dynamickym rozsahem, moznosti photon
counting mddu a gaitingu, moznost nastavovat offset a gain pro kazdy detektor
zvlast, moznost vybrat libovolné spektrum pro detekci a libovolné detekcni okno;
Sirka okna od 1 nm;

2x PMT interni detektor s vysokou citlivosti, QE = 30% (pri 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 detek¢ni okno;
Sirka okna od 1 nm;

TLD - detektor pro snimani v prochazejicim svétle (BF) nebo DIC, pouzitelny
soucasné s dalsimi kanaly (konfokalnimi a externimi - non-descanned 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, moZznosti
photon counting médu a gaitingu.

Komurka pro snimani zivych bunék: systém od firmy Oko-Lab s kontrolou
teploty H301-T- UNIT-BL-PLUS (v¢etné ohrivace objektivu), koncentrace CO2 (0-
20%) a kysliku O2 (1-95%, hyperoxické podminky az po zajisténi dodani O2 do
inkubatoru) CO2-02 Unit-BL [0-20;1-95], zavlhc¢ovaci jednotkou a komurkou H301-
K-FRAME s moznosti perfiuze, vlozkou GS35-M (pro 1x 25x76 mm podlozni sklo a
2x 35 mm Petriho misky) s magnetickymi drzéky vzorku.

FLIM modul: jednokanalovy TCSPC systém pro snimani casové korelovanych
jednotlivych fotonl v jednom spektrdlnim kanalu Simple-Tau-150-D1 (Becker &
Hickl GmbH, Berlin, Némecko). Ultrarychly systém registrace jednotlivych fotonu
na bazi SPC-150 modulu se skladad z PCI-box’u, ovladace detektoru DCC-100 a
chlazeného velmi rychlého detektoru PMC-100-1 na bézi 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 obrazu
a sérii obrazl (z-série, Casosbérné série, spektralni A-série a jejich kombinace) s
pouzitim ruznych laseru véetné sekvencniho 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).

Uzitecné odkazy
Prohlize¢ souboru ve forméatu LIF a LEI (t.j. specifickych formdatech 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.
- LAS X Core Offline software for opening Leica file formats

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

Bioformats (byvaly LOCI Tools): http://imagej.nih.gov/ij/;
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SLIM Curve: https://fiji.sc/SLIM_Curve, https://slim-curve.qgithub.io/;
Image] world mailing list: Image] world mailing list.

Online Nyquistova kalkulacka (pro teoreticky vypocet velikosti voxelll na zakladé
udaju o optickém systému - NA objektivu, excitacni a emisni vlnové délky atd.) -
také je k dispozici aplikace pro Android 4.0 a vysSsi: Nyqgist online calculator.

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 fluorescenc¢nich spekter fluorofora:
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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