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L’objectiu d’aquest document és descriure les caracteristiques técniques del microscopi
Thunder Imager 3D Cell Culture del 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'I'TE
de I'equip (VHIR-UAT-ITE-021V.01).

e Es tracta d’'un microscopi dissenyat per adquirir seqiencies en el temps de
cultius cel-lulars monocapa i estructures tridimensionals. Tot i ser un
microscopi widefield, permet la visualitzacioé de detalls clars inclis en mostres 3D,
ja que elimina el senyal difuminat fora de focus en temps real (ICC: aclariment
computacional instantani).

El Thunder esta configurat per ser un sistema idoni per la captacié de mostres vives
jaque minimitza el fotobleaching i el dany de la mostra, proporcionant un rendiment
elevat en I'obtencié d’'imatges i de dades

e També es pot fer servir per la captacié de mosaics, és a dir, 'adquisicié automatica
de diferents camps per l'obtencié d’'imatges d’arees de grans dimensions de la
mostra.

CONFIGURACIO:

e Microscopi Invertit Leica DMi8:

Microscopi invertit totalment motoritzat amb control d’autoenfocament per
hardware (AFC). Es pot controlar des del propi estatiu, des de la pantalla TFT
adjacent, aixi com des del programa d’adquisicié de les imatges LAS X Core. El
sistema d’enfocament del microscopi té un recorregut de 12mm.

Tots els elements motoritzats del microscopi es controlen en temps real
(condensador, blocs de filtres, il-luminaci6, diafragmes, pletina...), de manera
que els experiments s’executen a la maxima velocitat que permeten aquests
elements fisics.
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- Configuracié d’objectius:

Objectius Coverglass Distancia de treball Medi Immersié | Fases
N Plan 5x, NA 0,12 qualsevol T4mm Aire PHO
HC PL Fluotar 10x. NA 0,32 0.17mm 1.3mm Aire PH1
HC PL FL L 20x. NA 0.4 CORR 0-2mm™ 6.9mm NO PH1
PL APO 20x. NA 0.75 Imm CORR CS2 0.17mm™ 0.67mm en Aigua (0. 177mm coverglass) W, Gly, Oil DIC
HC PL APD 20x, NA 0.8 0.17mm™ 0. 4mm Aire DIc
HC PL APD 40X, NAD,95 CORR 0.11-0.23mm™ 0.177mm Aire DIC
HC PL APO 40X. 1.25 GLYC CORR 014-0,19mm™ 0.35mm Gly DIC
HCPL APO 63X, NA130 GLYC CORR 0.14-0.19mm™ 0.3mm Gly DIC

* Els objectius d'immersio en aigua i glicerol s6n especialment recomanables per les captacions en viu, ja
gue el seu index de refraccié és més similar al medi de cultiu i a les estructures cel-lulars.

** Amb muntura de correccié del gruix del cobreobjectes i/o medi d'immersio.

*** Els prismes de Wollaston que s’insereixen al pas de llum en la técnica de DICT, es troben a una torreta
motoritzada independent del revolver d’objectius, de tal manera que no disminueixen la llum emesa dels

fluorocroms que és detectada.

- Sistema d’il-luminacié:

THUNDER

>
velocitat
» ll-luminador de Fluorescéncia model
independents d’'uns 200mW de poténcia per banda)
>
>
RS232

Spectral Output (mW/nm)
o

v

Control d’intensitat en passos d’1% independent per a cada banda
Control per TTL amb temps de resposta inferior a 1 ms per interfase

Cy3, TRITC, DsRed

Llum transmesa: il-luminador LED de 10W, amb obturador integrat d’alta

LED8 de Leica (8 LEDs

Illuminacid / excitacio
Font de llum LED (abarca tot LED5SS
I'espectre del visible) LD 575nm

Alexa Fluor 594, mOrange



https://webcdn.leica-microsystems.com/typo3temp/assets/_processed_/9/d/csm_LED-8-Spectral-Profile_dfba6354ca.png
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Sistema de deteccid:

2 Cubs Quadruples Rodeta Filtres emizsia d'alta velocitat bpos.
QBSs DFTS1010 Combinacio amb elz filtres GBS
Excitacio | Dicroic Emissio Fluorocrom Filtres Emissio
39432 415 43530 | DAPI, Alexa 405, Hoechst P1 46NBD
47933 500 51925 P2: 53570
554124 572 594432 Cy3. TRITC. DsRed P3: 53050
638N G660 69558 CY5, Alexa 633, TOTO-3 P5: 1003
QBS CYRZ101D
Excitacid | Dicroic Emissio Fluorocrom
436128 459 473422 CFP FP1. A6INBO
s061 523 5324 P2: 53570
h7E24 598 64¥78 |AlexaFL 568, Alexa FL 594 P4: 642480
FIN740 763 8180 Alexa Fluor 750 P5: 1005
Filtres GFP i TxRed individuals
Excitacid | Dicroic Emissio Fluorocrom
470740 495 525,/50 P5: 1003
Excitacid | Dicroic Emisio Fluorocrom
56040 1 630775 TxRed, Alexa Fluor594 Ph: 10032
- Camera:
» Camera digital DFC9000GCT
» Sensor sCMOS B/N de 2048 x 2048 pixels (mida del pixel = 6,5um)
> Digitalitzacio a 12 o 16 bits
» Binning 2x2, 3x3, 4x4 i 8x8
» Es podem agafar imatges des de 4x1 fins a 8192 x 8192 pixels per

multiples canals simultaniament
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Pletina:
» Pletina motoritzada Quantum LMT200
» Rang de moviment 120x80 mm, amb algoritme de moviment optimitzat

YVVVVY

per una maxima suavitat de moviment sense vibracions.

Control mitjangant “trigger” en temps real

Velocitat maxima 500 mm/sec

Resolucié 5 nm

Precisi6 absoluta 1 ym

Inserts de subjeccié magnética per plagues multi pouet, plaques Petri
de 35 mm y portes

Sistema d’incubacio:

>

>

>

Control de temperatura (3°C a 50°C) mitjangant recirculacié d’aire amb
temperatura i flux controlats

Control de CO2 amb sistema d’humidificacié de l'aire. Rang de treball de
0a20%

Control mitjancant unitat Oko-touch amb pantalla tactil i des del software
LASX

Programari i analisi d’imatges:

» Programa LAS X de control del microscopi amb Aclariment
Computacional Instantani (ICC) + algoritmes de deconvoluci6

» Adquisicié multidimensional XYZTn (n= mdltiples posicions de pletina):
Imatge multicanal, TimeLapse, séries en Z, posicions multiples de pletina
i realitzacié de mosaics

» Moduls de visualitzaci6 i analisis 3D

» Estacié d’andlisi off-line 3 (laboratori 038-09). Es pot accedir al mateix

software LAS X més els moduls complementaris per poder modificar i
analitzar els arxius.
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