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L’objectiu d’aquest document és descriure les caracteristiques técniques del microscopi
confocal espectral FV1000 que disposa la UAT, per tal que els usuaris puguin consultar
aquesta informacié per poder planificar els seus experiments i adaptar-los a les
especificacions de I'equipament disponible. Aquest document es relaciona amb I'lTE de
'equip (VHIR-UAT-ITE-002v.04).

Aguest microscopi confocal espectral esta construit sobre un microscopi Olympus 1X81
totalment motoritzat i amb les seglients caracteristiques:

.
OPTICA | SUPORTS
Liser (potenc:iab:al; sortidade la Linies de laser Ezemples de Fluorocroms
Diode Violeta 405nm Em'w 405
457 FP
515
Diode Werd SE1nm 10m'w 5]
He-Me Wermell B:3:2nm 10m'w e
Objectius Immersio
UPLSAFD 10: f MA 0.40 WD 3.0 mm Seo
UPLSAPD 20 ¢ MA 075 WD 060 mm Seo
UPLSAPD 4 ¢ WA 0,90 WD 018 mm Seo
PLAPON G0x f MA 142 W0 015 mm ali
UPLSAPD 1000 ¢ MA 1.4 WD 013 mm ali
Detectors Tipus
Fluorescéncia . Captacid simultinia de finz a 3 fluorescéncies
2PMT espectrals « IPMT estandar
Transmesa Vdetector PIMT per mostres de Fer tots els objectius
camp clar f DICT
Suports condicions estindar Tipus
Flagues 30mm &
Flagues B0mm &
| Forta objectes
Flagues multi pouet
Suports condicions en viu: sistema Plaques 20mm @
d'incubacid portable amb control de
Temperatura i CO 2 Frorta objectes |

*Les mostres tenyides amb fluorocroms que emeten al vermell llunya (linia.633nm), es
poden captar en confocalitat perd no es poden observar a través dels oculars.

*El rang de deteccio dels dos detectors espectrals és de 300 a 850nm.

* La deteccid espectral es fa servir quan no es pot determinar a quin 0 quins
fluorocroms pertany la fluoresceéncia emesa per la mostra. Generalment és necessaria
en assajos multicolor de més de cinc fluorocroms o quan la mostra esta marcada amb
fluorocroms que tenen espectres d’excitacié i d’emissié molt junts. El que es fa és
determinar I'espectre d’emissio de cada punt de la mostra il-luminant n vegades el
mateix punt i recollint-ne I'emissio en diferents rangs de I'espectre. Com més petita és
la finestra de deteccid (resolucié espectral de fins a 2nm), més punts informatius hi
haura i es podra resoldre millor a quin fluorocrom/s pertany la fluorescéncia detectada.

Deteccio espectral d’un punt de la mostra
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RASTREIG Unidireccional /bidireccional

Mode simultani o sequencial {(evita creuament)
Dimensions rastreig d'un punt

20: XY, XZ, XA, Xt

30: XYZ, XYt, XYA, XZA, XZt, XYt

AD: XYZt, XyAT, XZAL

S0 XYZAL

*El rastreig de la mostra es fa mitjangant miralls galvanométrics d’alta precisié

Velocitats Estandar 500H=
Unidireccional 1fps {imatge per segon) 512 x512
2000Hz o 4000H=z
Bidireccional Afpsa 512 x 512 ( 2000Hz )
45fpsa 512 X232 { 2000Hz )

| 16fps a 256 x 256 { 4000Hz )

| 90fps a 256 x 22 { 4000Hz )

Format d’adquisicio: fins a 2048 x 2048 ia 4096 x 4096 de manera sequencial
per cada fluorocrom.

Resolucié cromatica de 12 bits

2a Unitat de rastreig SIMS:

El microscopi es complementa amb un escaner addicional que permet la
manipulacié de la mostra de manera simultania a la captacio de la imatge. Aixo
assegura que les reaccions iniciades i causades pel laser (xex: fotoactivacio,
fotodestruccid...) puguin ser capturades sense pérdua inicial de dades. Es molt
atil en tecnigues com FRAP, FLIP, Uncaging i fotoactivacio.

Programa FView 4.2:

Es el programa a través del qual es poden controlar totes les accions del
microscopi. Aquest programa també inclou unes parts basiques de tractament
de la imatge més els segiients moduls especifics:

. Modul de Visualitzacié 3D

. Modul de Separacié espectral amb tres algoritmes diferents: segons ROI,
segons I'espectre teoric dels fluorocroms i mode Blind.

. Modul de Colocalitzacié quantitativa

*A la sala d’Aparells Comuns 045 de l'edifici Collserola del VHIR, hi ha un
ordinador d’analisi amb el programa complert.
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