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L’objectiu d’aquest document és descriure les caracteristiques técniques del microscopi
confocal espectral LSM980 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
l'equip (VHIR-UAT-ITE-017v.01).

El Microscopi de rastreig Confocal Espectral LSM980 de Zeiss esta construit sobre un
microscopi invertit totalment motoritzat Axio Observer 7, les funcions del qual es poden
controlar tant des del propi estatiu, com des de la pantalla TFT adjacent, com des del
propi programa d’adquisicio de les imatges Zen Blue.

e Microscopi Invertit Axio Observer 7:

Per poder fer la tria del camp/camps a adquirir, el microscopi consta d’un sistema
d’il-luminacié per LEDs més els corresponents miralls dicroics, més un filtre
quadruple d’emissié amb les seglients caracteristiques:

Observacio de les preparacions als oculars

Il.luminacio / excitacio
Font de llum Colibri 7 (RGB-UV)

LED

Separacid excitacio/emissio

dirall dicroic QBS 405 +493 +575 + 653

Deteccio

Filtres Emissié QBP {quadruple) en els segiients rangs

DAPI, Alexta 405, Hoechst

eGFP, Fluo 4. FITC

Cy3; TRITC DsRed

Cy5, Alesta 631, TOTO-3

Exemple de fluorocroms que es poden visualitzar amb aquests filtres:
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Configuracio6 d’objectius:

Objectius Distancia de treball | Medi Immersi6 | DICT
Plan-Apochromat 10x/ NA 0,45 2,1mm Sec Sl
LD LCI Plan-Apochromat 25x / NA 0,8 Imm 0,57mm Oli, Aigua, Glicerol Sl
Plan-Apochromat 40x/ NA 1,3 Oil 0,2mm Oli SI
Plan-Apochromat 63x/ NA 1,4 Oil 0,19mm Oli SI
Plan-Apochromat 63x/ NA 1,2 Imm 0,49mm Aigua, Glicerol Sl
Alpha Plan-Apochromat 100x/ NA 1,46 Oil 0,11mm Oli Sl
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*Els objectius d’'immersio en aigua i glicerol son especialment recomanables per les
captacions en viu, ja que el seu index de refraccio és més similar al medi de cultiu i a

les estructures cel-lulars.

e Especificacions de I’adquisicié en confocalitat:

Beam path of LSM 980 with Airyscan 2
Emission light travels through the Twin Gate main
dichroic beam splitter with its very efficient laser
suppression to deliver supreme contrast.

Then, at the secondary beam splitter, all emission
light either travels via the recycling loop to the
internal spectral detection unit {Quasar) with 3, 6
or 34 channels. Or, light is sent to the Airyscan 2
area detector with GaAsP technology.

- ll-luminacio: 6 linies de laser que cobreixen tot el rang de I'espectre del

visible.
Lazer Linies de laser Exemplez de Fluorocroms

Laser d'estat solid 405nm  15mW  [20mW) 405
Liaser d'estat s0lid 445nm  7.5m [30m¥] 145
Liaser d'estat solid 488nm 10my [20mW] 488
Laser d'estat solid 514nm  10my¥  [20mW) 514 YFP, MED
Laser d'estat solid 56Inm  10my¥  [25mW] 561
Laser d'estat solidé3Inm 7.5my [25mW] 539

A part d’incloure un sistema d’autoenfocament de la mostra per software basat

) en la diferéncia de contrast de fluorescéncia, el sistema també consta d'un
sistema d’enfocament més precis anomenat Definite Focus que garanteix el

manteniment del focus en adquisicions en viu de temps perllongats.
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- Sistema de deteccio:
Detectors Tipus Aplicacions

Fluorescéncia

2 PMT-multialkali refrigerats {1 | Captacions Multicolor en mostres fixacdes
millorat pel vermell) + 1 detector i en viu
GahAsP de 32CH Pohoton Counting

Sistema de Deteccio Espectral (A 400 a 750nm ) Quasar basat en
reiteta holografica composat per:

1 detector per mostres de camp

Ui clar/DICT en tots els objectius

Imatge de suport no confocal

Detector de Super Resolucid Aplicacions

Col localitzacio
Resolucid d'estructures per sota la resol,
Bptica

Detector monocromatic d'area

AiryScan [resol. XY Finsa 120nm i Z finsa 360nm)] de 37 elements

El rang dinamic dels detectors pot ser de 8 o0 16 bits.

Es poden agafar imatges des de 4 x 1 fins a 8192 x 8192 pixels per multiples canals
simultaniament.

Sistemade Deteccid Espectral Quasar: esta composat per 2 detectors MA-
PMT refrigerats més un detector GASP de 32 canals més una reixeta de
difraccié de la llum (fig.dreta). Com es pot veure a la grafica de baix a
'esquerra, els detectors GASP tenen una eficiéncia en relacio al SNR (senyal
vs soroll de fons) molt més gran que els PMTs en tot el rang de I'espectre
excepte en les longituds d’'ona més llargues. Es per aixd que un dels
detectors MA-PMT esta millorat pel vermell obtenint aixi un sistema altament
sensible en tot el rang de I'espectre visible.

Typical Sensitivity of Detectors r
QE
PMT
50 detectors
" )
; = e
=
30 (5
20 MA-PMT
10 Prism
o | OAP Cr GrP veP DI ChenyTied  CYs s Slider
400 500 600 700
Typical spectral quantum efficiency (QE) of multi-alkali (MA-PMT) Di;';?::"
and GaAsP-PMT detectors.

Els sistema Quasar ofereix diferents avantatges com:

- Ajustament de les finestres d’adquisicié de la mostra, minimitzant aixi el
creuament de canal.
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- Captacié simultania de diverses fluorescéncies (tant en mostra fixada com
en viu) en un sol rastreig d’aquesta (lambda scan) aplicant a posteriori els
algoritmes de separacié espectral per assignar cada fluorescéncia al seu
fluorocrom. Amb el detector de 32 canals es poden dur a terme assajos en
viu multicolor que d’altra manera seria molt complicat o impossible.

- Captacié de mostres marcades molt debilment mitjancant el comptatge de

fotons.

Detector de super resolucién Airyscan 2: Es tracta d’un detector d’area de 32 canals
que permet disminuir el limit de resolucio tant lateral com axial per sota de la resolucio
optica, i per tant, tenir informacié més acurada d’aquesta iresoldre millor les estructures
de mida més petita. Aquest detector no és espectral i per discriminar les diferents
emissions dels fluorocroms esta equipat amb una rodeta de filtres d’emissié amb les

seguents caracteristiques:

Filtres Airy Scan [mode confocal i super resolucio)

Ernission filker BP 420-4380 + BP 455-550 B G
Ernission filter BP 465-5065 + BP 525-555 Cyanina GfY
Emission filter BP 455-550 + BP 570-630 G Y/R
Ermnission filter BP 495-580 - LP 660 G } . m |
BP S70-620+ LP 650 Airyscan Y/G FR

BP 420-480 4+ BP 370-530 Airyscan B Y/R

Els microscopis confocals classics il-luminen i detecten la mostra punt per punt de
manera sequencial. Un punt d’'una mostra, degut al fenomen de difraccié de la llum, es
visualitza al microscopi com un patré d’anells concéntrics (airy discs), la petjada dels
quals s’anomena Point spread function (PSF), que empitjora considerablement la
resolucié d’aquest punt. En un microscopi confocal, el que es fa per incrementar tant la
resolucié XY com Z, és posar davant del detector una obertura anomenada pinhole que
només deixa passar la llum provinent del primer airy disc. Aix0 fa que es resolguin millor
les estructures perd disminueix el contrast, ja que es recull molta menys llum.

L’Airyscan, mitjangant la  seva
disposicié en area, reprodueix la PSF
de cada punt de la mostra reassignant
la fluorescéncia provinent dels altres
discs airy al primer augmentant aixi la
relaciéo SNR i la resolucié per un factor
de 2X.
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Avantatges:

e Increment 2X de la resolucié optica (120nm XY i

350nm 2)

e Increment de la relacié SNR de 4X-8X.

e Temps de processament (1024X, 1024Y, 1502):

17 segons.

- Platinai control eix Z:

Platina Control eix 2
Motorizada Formacid de mosaics (fins a 1000 tiles) Control eix 7 del microscopi Pas de 10nm
Tria de diferents camps aleatoriz

Tria diferents ROIs dins d'un camp Insert Piezo de més precissio i velocitat
Interval de desplacament 130mm x 100mm Rang 2 SCOmm
Velocitat max. de desplagament Ammys Velocitat Smmys

Resolucid O 1um Resolucid 1nm
Reproducibilitat <1pm Reproducibilitat més renys Snm

With the ZEN software module Experiment Designer you can set
up complex imaging routines consisting of freely defined and
repeatable experiment blocks with multi-position tile scans of
multichannel Z-stacks.

&

Repetitive manipulation experiments
Multipasition Z-stack acquisition with individual heights
Screening of multiple samples

Heterogeneous time lapse imaging
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- Experiments en viu: El sistema d’incubacié és totalment tancat per donar
la major estabilitat ambiental. A més, consta d’'un sistema d’humidificaci6 de
I'aire per evitar 'evaporacio de la mostra i de I'opcié Definite focus per evitar
les possibles variacions de I'enfocament en experiments de llarga durada.

En wiu Suports Colorimarca
Sistema dl'?::::]a:rg)ttor:?: n(jtu?:-'l:?. :::; controlde Plagues 35mrm @ Transparent f PECOM
Plagues 60mm B
Port aohjectes compartirmentat s
glass bottom (0,1 7mm gruix)
Plagues multi pouet Glassbottom
10, 17mm gruix)
- Velocitats i modes de rastreig:
Velocitats
LSMIB0 Confocal Airyscan SR Multiplex SRH- | Multiplex SR- | Multiplex CO-
1Y 8y ay
Parallelization 1 1 4 E E
Maz. Resol. XI'Y nm 120120 140{140 1200160 1a0f2z0
Maz. RBeslo. £ nm 360 450 460 BA0
Maz. Fps at 512 z 512 E1 4.7 25 475 344
Maz. Fps at maz. FO¥ [mm) 04 [zomm 0,6 ¢ SF20)| 0.2 [2oom 17 45F7) [ 10[Zoom1{ 5F12) 2.0 [Eoom 11 5F12) 9.6 [Zoom 14 5F12)
processing 1k zik M50slices <30s <30s <30s <30s
SNR vs convent confocal 4-8n 4-81 + speed 4+ speed

Antibody labelling, fine structures rrree e an -
Antibody labelling, tiling - e - s
Live cell imaging s e e T

A part de la manera de rastreig convencional, el microscopi també té un sistema de
rastreig anomenat Multiplex que esta associat al detector de super resolucié Airyscan.

Aquesta rapida manera de captacié de les imatges sorgeix de la necessitat de fer
seguiment tant en models tradicionals com sén els cultius cel-lulars com en nous models
3D d’organoids, esferoids i organismes sencers a temps real i a alta resolucié (xex:
assajos de trafic i difusi6 de

dinamiques estructurals, senyalitzacié cel-lular,

molécules...)

El rastreig multiplex es basa en modificar la forma del feix luminic del laser per poder
il-luminar 4 o 8 linies simultaniament. Com l’airyscan és un detector d’area, podem
recollir totes les deteccions alhora a un cost molt baix des del punt de vista de la

resolucio.
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D. Multiplex 8Y

0= Wo'

A. Airyscan SR Mode C. Multiplex 4Y

You get supefresolution images
with best ight efficiency

- Programes:

El software Zen Blue és el programa a través del qual es poden controlar totes
les accions del microscopi, des del control de les técniques d’il-luminacio, tant
fluorescéncia convencional com llum transmesa, el control de I'exploracié, la
visualitzacié i l'adquisicid6 de seéries multidimensionals, com els processats
bidimensionals i quantificacions de la imatge.

Altres moduls que inclou son:

. Modul Tiles per la creacié de mosaics.

. Modul de Quantificacié i analisi.

. Experiment Designer per la programacié d’experiments complexes amb un
component temporal.

. Modul 3D.

. Modul d’analisi de Col-localitzacio.

. Blanqueig i Time series. Séries temporals

. El programa inclou varis moduls de Deconvolucié de la senyal.

. Separacio6 espectral.

A la sala d’analisis que es troba a la UAT (laboratori 038-09), hi ha una estaci6
d’analisi “off-line” (estacié 2) amb el mateix programa del microscopi i tots els moduls
complementaris per poder modificar i analitzar els arxius.
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