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 Minimální požadované technické parametry

Název technologie / vybavení: Mikroskop atomárních sil (AFM)
Stručný popis technologie / vybavení a stanovení výzkumného účelu a využití: 
Mikroskop atomárních sil bude využíván pro komplexní charakterizaci vakcinačních konstruktů, liposomálních preparátů, rekombinantních antigenů, biopolymerů, virů a VLP, bakterií a bakteriálních ghostů.
Systém bude využit v rámci projektu FIT pro vývoj vakcín, diagnostik a teranostik. Další využití je plánováno pro studium lipidních membrán lipidních raftů. Technologie je plánována pro výzkum a vývoj nanočástic na bázi lipoplexů pro cílení léčiv a genetických vakcín ve formě konstruktů nukleových kyselin (siRNA, mRNA, antisens oligonukleotidy, pDNA), struktury virů a VLP, konformace biopolymerů, silové působení mezi molekulami a nano/mikroobjekty. Systém bude využíván pro buněčnou farmakologii, proto je požadavek na zařízení pro pikoinjektor.  Na VÚVeL bude systém využíván v rámci projektu FIT, CENATOX, Admirevet a dalších navazujících výzkumných projektů. Přístroj bude využíván také v rámci spolupráce s ICRC (společná laboratoř pro nanofarmakologii NanoPharm) při vývoji nových diagnostik a teranostik na bázi cílených nanočástic. 
	Popis parametru
	Zadavatelem požadovaná hodnota
	Uchazečem nabízená hodnota
	Závaznost

	Dodavatel
	
	
	

	Výrobce
	
	
	

	Typ/model
	
	
	

	
	
	
	

	Mikroskop atomárních sil

	Ano
	
	Podmínka

	Preferované technické požadavky

Požadavky jsou uvedeny v příloze tohoto dokumentu
	Ano
	
	Podmínka

	
	Ano
	
	Podmínka

	Kontrolor a Software

Součástí dodávky musí být řídící jednotka (PC a obrazovka) a software (anglická verze).


	Ano
	
	Podmínka

	Přídavná zařízení

	Ano
	
	Podmínka

	Rozměry přístroje (V x Š x H)
	Uveďte: rozměry

	 
	Informativní

	Hmotnost přístroje
	Uveďte: hmotnost

	 
	Informativní

	Požadavky na napájení: 230 V
	Ano


	 
	Podmínka

	Další požadavky
	
	
	

	V dodávce budou obsaženy přístroje, příslušenství i spotřební materiál (který je součástí dodávky) ve verzi, která je pro daný  typ výrobku aktuální (poslední)
	Ano
	
	Podmínka

	Dodání na místo určení, instalace, uvedení do provozu a instruktáž součástí dodávky.
	Ano
	
	Podmínka

	Zabezpečení servisu a případných preventivních prohlídek po celou dobu životnosti přístroje
	Ano 
	
	Podmínka


Příloha

Technická specifikace přístroje AFM
Systém musí být vybavený pro následující zobrazovací režimy: contact,  intermittent contact, MFM a nanolitography a rozšiřitelný o SECM, KPM a CAFM a dále je požadováno splnění následujích požadavků na režimy měření:

· Shromažďovat a analyzovat křivky celé závislosti síly na vzdálenosti pro každý pixel obrazu s rampou od 125 Hz do 2 kHz v tekutině a ve vzduchu

· Umožní mapování hustoty dat 256 x 256 pixelů za méně než 2 minuty 

· Současné (v reálném čase) pořízení, výpočet a zobrazení topografie, modulu pružnosti, 

· adheze, deformace, tvrdosti a disipace energie v jednotkách SI

· K zajištění přesnosti mechanických dat, je nutné odečíst efekty pozadí, například viskózního tlumení díky tekuté viskozita s real-time kompenzace pro každý pixel 

·  maximální zobrazení alespoň 5000 x 5000 pixelů pro všechny kanály 
· Offline analýzu dat pro řezy a mapy vlastností, včetně modulu pružnosti (minimálně 3 modely), tvrdost, adheze 

· Shromažďovat a analyzovat křivky celé závislosti síly na vzdálenosti pro každý pixel obrazu pomocí lineární Z rampy rychlostí od 0,1 Hz do 300Hz 

· Povolit mapování na 256 x 256 pixelů v méně než 10 minut 

· Současné (v reálném čase) pořízení, výpočet a zobrazení topografie, modulu pružnosti, adheze, tuhost v jednotkách SI. 

· Offline analýzu dat pro řezy a mapy vlastností, včetně modulu pružnosti (minimálně 3 modely), tvrdost, adheze. 

· Je požadován důkaz o správnosti mapování mechanických vlastností pro různé příklady, když je AFM namontováno na invertovaný optický mikroskop: 

· několik obrázků ve vysokém rozlišení s rozměry skenu < 100x100 nm, například: 

· AFM musí umět zobrazit hlavní a vedlejší drážky na dvojité šroubovici DNA 

· AFM musí umět zobrazit trimerovou strukturu a defekty mřížky na Bacteriorhodopsinu 

· Sadu silových křivek s maximální silou < 50pN při rychlosti 1kHz 

· Schopnost rutinně rozlišovat struktury pod < 100nm na živých buňkách 

· Jemné struktury, například microvilli by měl být zobrazeny bez poškození nebo vytvoření artefaktů obrazu 

· Musí bez výměny skeneru umožňovat rychlé skenování pro rozsah skenování až 90 µm v osách xy a s více než 10 µm rozsahem výšky

· Typické frekvence 50 Hz musí být dosaženo na živých buňkách a na jedné molekule 110 Hz 

· Dodavatel zajistí i dodávku vhodných sond, ideálně odladěných přímo pro poskytované zařízení

· Má umožnit uživateli nastavit a držet konstantní vzdálenost Z nebo konstantní sílu:

· Uživatel by měl mít možnost modulovat Z pozici, měnit frekvenci a extrahovat klíčová data, například amplitudy/fázovou odezvu nebo tečení 

· Uživatel by měl být schopen provádět automatické mapování s těmito skripty a zároveň sbírat topografická data a mechanické údaje (např. adhezi, tvrdost a tečení). 

· AFM musí mít integrované softwarové rozhraní, které umožňuje plynulé přepínání měřicích režimů, při současném pohybu sondy na povrchu vzorku

· Systém musí být vybavený také maloobjemovou kapalinovou celou s objemem do 60 µL a dvěma porty pro výměnu pufrů a médií, jeden port je krytý septem pro nástřik aktivní látky.

· Systém musí být vybaven injekčním systémem schopným nástřiku pikolitrového objemu kapaliny do živých buněk pomocí kantileveru AFM s dutým hrotem, s následujícími schopnostmi: 

· Silově kontrolovaná nanopipeta: Manipulace s buňkami a mikroskopickými částicemi s pN až µN silami. Uchopení objektu přisátím, uvolnění pomocí zvýšení tlaku. Měření interakcí s rozlišením sil v řádu pN. Nástřik nebo odebrání malých objemů kapalin v objemech od fL do nL, umožňující následující mechanobiologické aplikace:

· Single Cell Adheze: Silově kontrolované odloučení jedné adherované buňky. Kvantifikace mechanické interakce buňky se substrátem.

· Vyměnitelná koloidní sonda: Měření tuhosti buněk pomocí koloidní sondy v rozsahu pN až µN sil. 

· Single Cell Injektáž: Silově kontrolovaný nástřik do jednotlivých adherovaných buněk; jak do cytoplasmy, tak jádra, případně odběr materiálu. 

· Součástí dodávky musí být alespoň 50 kantileverů s dutým hrotem a barevná kamera pro kontrolu průběhu experimentů.

· Požadavky na optickou část zařízení

· AFM Mikroskop se skenující sondou musí být možné umístit na níže popsaný výzkumný invertovaný mikroskop a používat společně se standardním kondenzorem s dlouhou pracovní vzdáleností  

· a poskytnout tak v kombinaci s AFM uživateli simultánní optické a AFM zobrazení vzorku.


· Plně manuální Invertovaný kódovaný stativ pro pozorování v procházejícím světle ve světlém poli, tmavém poli s integrovaným modulační kontrastem, rozšířitelný o DIC (diferenciální interferenční kontrast) a pro pozorování fluorescence
· Procházející světlo s výkonem alespoň 100 W, halogenová žárovka či LED ekvivalentní zdroj
· Min. 6 tlačítek volně programovatelných na mikroskopu a pro sledování všech důležitých parametrů mikroskopu s možností ovládání motorizovaných částí v případě pozdějšího rozšíření.
· Manuální kondenzor s pracovní vzdáleností min. 70 mm a NA 0,3 nebo vyšší s hranoly pro integrovaný modulační kontrast
· Výklopné kódované transmisní rameno s TL uzávěrkou pro vypínání TL osvětlení.
· Možnost rozšíření o integrovaný fázový kontrast ve stativu mikroskopu, pro použití objektivů bez fázových kroužků, bez ovlivnění fluorescence fázovými kroužky.
· Fluorescenční filtr sety pro DAPI, RHOD a FITC

· Manuální kódovaný karusel fluorescenčních filtrů min. 6 pozic
· Boční 19 mm kódovaný dokumentační port pro kameru s přepínáním 0% a 100% světla.
· Achromatický objektiv s fluoritovou optikou 10x/0.25.
· Achromatický objektiv s fluoritovou optikou 20x/0.35 s dlouhou pracovní vzdáleností.
· planachromaticky objektiv 63x / N.A. 0.80 

· planachromaticky objektiv 40x / N.A. 0.55

· Modulační kontrast pro všechny výše uvedené objektivy

· Externí fluorescenční světelný zdroj s metalhalidovou lampou o výkonu min. 120 W a životnosti alespoň 2000 hodin s možností regulace intenzity pomocí IR/UV filtru.

· Okuláry 10x/22 zorné pole, oba s dioptrickou korekcí
· Boční 19 mm kódovaný dokumentační port pro kameru s přepínáním 0% a 100% světla.

· Zorné pole pro sCMOS kamery min. 19 mm.

· Videokamera komunikující přímo se sw AFM

· Mikroskop musí být připravený na připojení kamery pro fluorescenci s následujícími parametry: minimálně 4,2  megapixel CMOS, 33000:1 dynamic range, velmi nízká úroveň vibrací chladícího systému, vodní chlazení. Kamera musí být schopna přímo komunikovat se SW AFM a posílat do něj obraz.

· Schopnost definovat umístění pro provádění měření AFM (oba image scan nebo rampa režimy) přímo na optický obraz 

· Uživatel má možnost nastavení sekvenční a automatizované sbírku obou AFM zobrazování a rampa spektroskopie dat bez odejmutí sonda nebo restartování softwaru pracovního prostoru/experimentu selektor (tj umožňuje bezproblémové přepínání v rámci jediného experimentu) 

· Uložené optické a AFM údaje by měly být automaticky zobrazeny při opětovném otevření 

· Integrace s vysoce kvalitní kamerou např. Andor iXon EM, Andor ZYLA, Hamamatsu ORCA, Hamamatsu Flash CMOS a Photometrics CoolSNAP. 

· Přímé optické image pořízení, který je uložen v AFM software 

· Sondy: 
· Součástí dodávky AFM musí být sondy pro vysoké rozlišení, které umožňují řešení struktury dvojšroubovice DNA a trimeru Bacteriorhodopsin, bez artefaktů z hrotu

· AFM musí zahrnovat sondy pro zobrazování živých buněk, umožňující zobrazení bez artefaktů působených hrotem (využití dlouhých hrotů s délkou více než 10 µm).

· Součástí dodávky AFM musí být sondy pro přesné měření mechanických vlastností živých buněk nebo měkkých gelů (< 1kPa) 

· AFM hlava a posuvný stolek: 
· AFM musí obsahovat polohovací stolek s držákem vzorků a AFM hlavu následujících vlastností: 

· Vysoce stabilní držák vzorků s uchycením magnetickými svorkami pro uchycení mikroskopických sklíčka a krycích sklíček a těsnění odparu z Petriho misky 

· Hlava musí umožnit otevřený fyzický přístup ke vzorku, zatímco AFM hlava je na místě

· Motorizovaný stolek, joystickem a softwarem řízený XY & Z pohyb stolku (min 20x20mm v rozsahu XY) 

· 850 nm super luminiscenční dioda 

· Méně než 150 pm RMS šum pro XY 
· XY rozsah alespoň 100x100um 

· Šum méně než 30 pm pro výšku

· Používá oddělený design skeneru v osách XY a v ose Z 

· Držák sondy pro použití v tekutině by měla umožnit jednoduchou výměnu sondy AFM. Klip pro zajištění sondy musí být trvale připevněný k tělu držáku sondy, aby nedošlo ke ztrátě.

· Držák sondy musí být možné kalibrovat při AFM hlavě umístěné na vzorku.

· Standardní příslušenství a možnosti: 
· AFM balíček musí dále obsahovat následující: 

· Minimálně jeden 30 palcový monitor 

· Software pro analýzu dat v reálném čase, instalovaný na pracovní stanici s MS Windows 7 64-bit, nebo Linux UBUNTU, požadujeme multilicenci pro zpracování dat.
· Práce v perfuzní cele: 
· AFM musí mít možnost perfuze plynů i kapalin na standardních Petriho miskách (35 - 50mm spodního skla).
· Perfuzni cela musí mít dále tyto vlastnosti: 

· pro zabránění odpařování musí být dobře utěsněna 

· lze ji integrovat se stolkem pro temperaci vzorku 

· Prostor pro plyn může být neustále proplachován pro udržení požadovaných podmínek, např. směsí CO2, pro zachování pH vhodného pro buňky. 

· konzistentní a laminární proudění kapaliny v Petriho misce v blízkosti držáku sondy 

· Obsahuje teplotní senzor, umístěný v blízkosti držáku sondy, který zobrazuje hodnoty v software pro AFM

· Další možnosti AFM: 
· AFM musí mít dále tyto možnosti: 

· Musí obsahovat optický modul / mikroskop pro pohled shora, zobrazující sondu i vzorek. Modul musí být vybaven integrovanou kamerou, obraz musí být zobrazen přímo v AFM software, je požadováno zvětšení min. 10 x 

· Modul pro temperaci vzorku, který zahrnuje řízení teploty až 40° C při zpracování obrazu a až 60° pro přípravu vzorku 

· Kompatibilní s mikroskopickými sklíčky, krycími sklíčky, standardními plastovými a skleněnými Petriho miskami (obvykle 50 a 35 mm) 
· Original

· Offline analysis to analyze data cubes for slices and property maps including modulus (at least 3 models), stiffness, adhesion 

Ostatní

· Specifický požadavek -     Systém mikroskopu se skenující sondou musí být v případě potřeby možno použít v kombinaci se stávajícím konfokálním mikroskopem LEICA SP2 instalovaným na ústavu veterinárního lékařství a poskytnout simultánní AFM a konfokální optické zobrazení biologických vzorků.

· Součástí dodávky musí být aktivní systém pro tlumení vibrací v rozsahu alespoň 0.6 Hz – 200 Hz. -  

· Součástí dodávky musí být také akustická izolace celého systému s vnitřním rozměrem skříně schopným pojmout kompletní zařízení vč. invertovaného optického mikroskopu.

· Součástí dodávky musí být 4 dny školení v místě instalace, které bude možné rozdělit podle požadavku zákazníka. Např. 2 denní školení po dodání a instalaci, 1 den nadstavbové školení po 6 měsících po instalaci, 1 den nadstavbové školení 12 měsíců po instalaci. 

· Systém mikroskopu se skenující sondou musí být pokrytý 36 měsíční zárukou.

· Zásadní požadavek s ohledem na další plánovaný upgrade systému v roce 2017/18 -  Systém mikroskopu se skenující sondou musí být kompatibilní se systémem „force sensing optical tweezer“ pro manipulaci s nano- a mikro objekty a měření sil od 0.1 pN.

Informativní technické požadavky na doplňkový systém optických pinzet (force sensing optical tweezer), který bude pořízen v roce 2017/2018.
Opticka pinzeta pro kombinaci s AFM mikroskopií a měření ultra nízkých sil

Optická pinzeta pro „single molecule“ a mechanobiologický výzkum. Kombinovaná s invertovaným mikroskopem, s dvojící optických pastí. 

Systém musí obsahovat motorizovanou fokusaci objektivu

Systém musí mít 3D detekční systém na bázi InGaAs detektoru s rychlostí sběru dat min 750kHz (3,5 MHz šíře pásu) a používat design na bázi „back focal plane intereferometry“ a přídavný systém na bázi optické detekce pomocné videokamery.
Systém musí mít motorizované nastavení dynamického rozsahu

Oddělená detekce v XY (kvadrantová fotodioda) a Z (samostatná fotodioda) pro optimalizovanou citlivost v ose Z.

Non-linearita tuhosti optické pasti a citlivosti <5% přes celé zorné pole.

Sledovací rozlišení lepší než 2nm. Manipulace pastí je provozována jednoduchým uchopením objektu laserovým paprskem pomocí kliknutí počítačovou myší, nebo joysticku.

Rozlišení sil 0.1 pN.
Zpracování signálu na bázi PowerPC/FPGAs rychlými ADC pro vysokorychlostní zpracování dat ve zpětnovazebných režimech v reálném čase. Dodaný systém musí být schopný pracovat také se signály z externích zařízení a pracovat v kombinaci s AFM systémem.
Zpracování signálů v reálném čase pro sledovací/clamping experimenty na 50kHz

Systém je vybavený vícekanálovou průtokovou celou s flexibilním designem umožňující plně integrovanou sw. kontrolu a použití až pěti kanálů. Celu je možné rozšířit o kontrolu teploty.

Software systému musí být na vysoké uživatelské úrovni s integrovanými sw. režimy pro experimenty s buňkami, jednotlivými molekulami, mikrorheologii a další. Software přístroje musí také umožnit jednoduchou tvorbu uživatelských skriptů na bázi Java.

Invertovaný mikroskop přístroje musí být možné rozšířit o epifluorescenci, TIRF, a v případě potřeby o základní mikrodisekční modul.
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