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Uvod

FLUO+ 3.4 je ptidavny softwarovy modul k programtim QuickPHOTO urceny pro skladani
snimkt pofizenych pomoci fluorescencniho mikroskopu. Az osm dil¢ich snimki pofizenych
s pouzitim riznych fluorescenénich filtr mize byt slozeno do jednoho vysledného snimku.
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Instalace modulu FLUO+ 3.4

Dilezité

Pro tspésnou instalaci modulu FLUO+ 3.4 je nutné mit v pocitaci nainstalovan
nektery z programli QuickPHOTO CAMERA, QuickPHOTO MICRO nebo
QuickPHOTO INDUSTRIAL ve verzi 3.1.

Poznamka

Pokud instalujete demo verzi modulu FLUO+ 3.4 (v hardwarovém kli¢i nemate
obsazeno opravnéni pro pouzivani modulu FLUO+ 3.4), nebo modul instalujete
do zkusebni verze programu QuickPHOTO (hardwarovy kli¢ viibec nemate),
bude modul FLUO+ 3.4 spoustén v rezimu demoverze. Demoverze modulu
FLUO+ 3.4 poskytuje vSechny funkce plné verze, avsak do vytvorenych snimki
bude vlozen vodoznak. Pokud chcete zakoupit plnou verzi modulu FLUO+ 3.4,
kontaktujte svého dodavatele softwaru QuickPHOTO. O skute¢nosti, ze modul
FLUO+ 3.4 pracuje v rezimu demoverze, budete pii kazdém jeho spusténi
informovani.

Vlozte instalaéni CD modulu FLUO+ 3.4 do jednotky CD/DVD-ROM. Objevi se uvitaci
okno. Pokud se uvitaci okno automaticky neobjevi, spust'te z instalaéniho CD program
autorun.exe. Zvolte Instalovat FLUO+ 3.4.

Objevi se uvodni dialogové okno instalacniho privodce. Zvolte pozadovany jazyk
a pokracujte tla¢itkem OK. Dale pokracujte podle pokynt instalaéniho pritvodce. Instala¢ni
program vyhleda instalaci programu QuickPHOTO CAMERA, QuickPHOTO MICRO nebo
QuickPHOTO INDUSTRIAL. Pokud mate na svém pocita¢i nainstalovano vice verzi
programu QuickPHOTO, vyberte verzi, do které ma byt modul FLUO+ 3.4 nainstalovan
a stisknéte tlacitko Dalsi.

Dale pokracujte podle pokynti privodce instalaci.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

1. Vybér snimk urcenych ke slozeni a spusténi modulu

Modulem FLUO+ 3.4 je mozné skladat snimky oteviené v Panelu ndhledi programu
QuickPHOTO.

Postup spusténi modulu:

1. Pofid’te ze snimaciho zafizeni nebo v programu QuickPHOTO oteviete snimky uréené
ke sloZeni.

2. 'V Panelu nahledii programu QuickPHOTO oznaéte snimky uréen¢ ke slozeni. Nahledy
vybranych snimkt budou oznaceny ramecky. Oznacovani je mozné provést obdobné
jako oznacovani soubort v Priizkumniku Windows™ (v8echny nahledy je mozné oznacit
pomoci klavesové zkratky [Ctrl+A], souvisly vybér pomoci klavesy [Shift] a nesouvisly
pomoci klavesy [Ctrl]).

3. Spust'te modul FLUO+ 3.4 z nabidky Moduly — FLUO+ 3.4 nebo kliknutim na ikonu

& v Panelu nastroji.

Otevie se okno modulu FLUO+ 3.4 s ndhledy zvolenych snimk.

Dulezité

Snimky urcené ke slozeni musi mit stejné rozméry v pixelech (napi. 1600 x 1200).

Poznamka

Pro pouziti modulu FLUO+ 3.4 doporucujeme v programu QuickPHOTO aktivovat
barevné schéma Dark. Toto barevné schéma je navrzeno specidlné pro praci
s fluorescencnimi snimky tak, aby obrazovka pocitace uZzivatele co nejméné
osliovala. Aktivaci barevného schématu Dark proved’te v Nastaveni programu
QuickPHOTO (Upravy — Nastaveni...). V &asti oznatené Obecné aktivujte
zalozku s nazvem Vzhled a rozlozZeni. Na této zalozce proved'te zmeénu nastaveni
v Casti Barevné schéma programu.
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2. Nastaveni uzivatelskych barev

Pouziti uzivatelskych barev umoziuje obarveni dil¢ich fluorescencnich snimki potizenych
pomoci monochromatické digitalni kamery, pfipadné piebarveni barevnych snimkdi.
Nastaveni uzivatelskych barev sta¢i provést pouze jednou. Zvolené barvy budou
zapamatovany pro dalsi pouziti modulu FLUO+ 3.4

Postup nastaveni uZivatelskych barev:

Ve spodni ¢asti otevieného okna modulu FLUO+ 3.4 v ¢asti Pouzit barvy aktivujte volbu
Uzivatelské a stisknéte tlacitko Nastavit barvy.

Otevie se dialogové okno Nastaveni uzivatelskych barev:

Nastaveni uZivatelskych barev x

Tento dialog vam umoZni nastavit si vlastni sadu uZivatelskych barev. Postupujte nisledovné:

1, Zvolte pofadovanou barvu v Easti Vyb&r vinové délky barvy Kiiknutim levého taditka mysi do zobrazeného spekira nebo vepiste hodnatu do pole Vinova délka/barva:.
2. V Casti Nastavené barvy (pozice 1-18) vyberte pozid, do které chcete zvolenou barvu uloZit.

3. Proved'te uloZeni stisknutim tatftka UloZit zvolenou vinovou délkufbarvu do wybrané pozice.

VjbEr vinové délky/barvy
400 450 500 550 600 650 700 750
I I I
Vinova délka barva: 580 S/ nm ‘ | ‘ E UloZit zvolenou vinovou délku/barvu do vybrané pozice |

Nastavené barvy (pozice 1-18)

i ﬁ 2
[

o o @ o

O

DAPI (460 nm) FITC (520 nm) TRITC (572 nm) Texas Red (620 nm) GFP (510 nm) Cy3 (565 nm)
' . ' D ’ . ) . ) . h .
Cy5 (667 nm) EYFP (527 nm) Prézdnd pozice Prazdnd pozice Prézdnd pozice Prézdnd pozice
) . ’ . ) . ) . ’ . ) .
Prazdna pozice Prézdna pozice Prézdng pozice Prazdn pozice Prézdng pozice Prézdna pozice
‘ L Pejmenovat ‘ | # Zaménit pozice | ‘ X Smazat ‘
| = Madist barvy | ‘ [Ed zélohovat barvy ‘ ‘ S Vychoz | | (5l smazat vie | | oK ‘ | Storno ‘

Toto okno umoziuje nastavit sadu uzivatelskych barev dle fluorescencnich filtra, které
pouzivate na mikroskopu. Jednotlivé barvy je mozné definovat bud’ volbou barevného
odstinu nebo zvolenim pfislusné vinové délky emisniho fluorescencniho zareni.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

Dialogové okno Nastaveni uzivatelskych barev se sklada ze dvou hlavnich ¢asti:

Cést Vybér vinové délky/barvy - tato &ast slouzi k volbé barvy a jejimu ulozeni do
nékteré z pozic v Casti Nastavené barvy (pozice 1-18). Barvu je mozné zvolit kliknutim
levého tlacitka mySi do zobrazeného barevného spektra nebo vepsanim pozadované
hodnoty vinové délky do pole Vinova délka/barva. Nahled zvolené barvy se zobrazi
vedle tohoto pole.

Cést Nastavené barvy (pozice 1-18) - tato &ast obsahuje 18 pozic (zasobnikit) pro ulozeni
uzivatelskych barev. Nekolik pozic obsahuje preddefinované nejcastéji pouzivané
barvy. Tyto barvy je mozné piedefinovat nebo smazat. Kazda pozice je znazornéna
barevnym ctvereckem, ma potradové ¢islo a v piipadé€, Ze obsahuje n&jakou barvu, je
oznacena nazvem a zvolenou vinovou délkou.

Postup volby a uloZeni uZivatelské barvy:

1.

Zvolte pozadovanou barvu v ¢asti Vyber vinove délky/barvy kliknutim levého tlacitka
mys$i do zobrazeného spektra nebo vepiste pozadovanou hodnotu do pole Vinova
délka/barva.

V &asti Nastavené barvy (pozice 1-18) vyberte kliknutim levého tlacitka mysi pozici,
do které chcete zvolenou barvu uloZit.

Proved’te uloZeni stisknutim tlacitka Ulozit zvolenou vinovou délku/barvu do vybrané
pozice.

V otevieném dialogovém okné vypliite nazev barvy (napi. FITC dle pouzitého barveni)
a potvrd'te tlacitkem OK.

Vyse uvedeny postup je mozné pouzit také pro predefinovani nékteré jiz ulozené barvy.

Pokud chceete neékterou ulozenou barvu piejmenovat, vyberte pozadovanou pozici a stisknéte
tlacitko Prejmenovat. V otevieném dialogovém okné piepiste ndzev barvy a potvrd'te
tlacitkem OK.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

Pokud cheete zaménit obsah dvou pozic, vyberte jednu z pozic obsahujici barvu uréenou
k zamén¢ a stisknéte tlacitko Zamenit pozice. V otevieném dialogovém okné vyberte druhou
pozici urc¢enou k zameéné a potvrd’te tlacitkem OK.

Pro smazani nékteré uloZené barvy vyberte pozadovanou pozici a stisknéte tlacitko Smazat.

Zalohovani, nacteni, obnoveni a smazani v§ech uzivatelskych barev

Kompletni nastaveni uzivatelskych barev je mozné ulozit do zalozniho souboru stisknutim
tlacitka Zalohovat barvy a volbou ndzvu a umisténi zalozniho souboru.

Nastaveni uzivatelskych barev muze byt obnoveno ze zalozniho souboru stiskem tlacitka
Nacist barvy anaslednym zvolenim zalozniho souboru. Tato akce piepise aktualni nastaveni
uzivatelskych barev nastavenim nactenym ze zalozniho souboru.

Stisknuti tlacitka Vychozi obnovi vychozi nastaveni uzivatelskych barev (vychozi nastaveni
po instalaci modulu).

Stisknuti tlacitka Smazat vie smaze obsah v§ech pozic.

Pro potvrzeni provedenych zmén zaviete okno Nastaveni uzivatelskych barev tlacitkem
OK.

3. Nastaveni parametri pro skladani snimki
Okno modulu FLUO+ 3.4 se sklada z n¢kolika casti:
* Panel nahledii - obsahuje nahledy snimkut uréenych ke slozeni.

* Nahled - zobrazuje nahled slozeného snimku dle nastavenych parametrti pro skladani.
Vsechny zmény nastaveni parametrd pro skladani se v Nahledu zobrazuji interaktivng.

* Ovladaci prvky ve spodni Casti - tato ¢ast obsahuje ovladaci prvky pro nastaveni
barevného rezimu, ulozeni nastaveni modulu do zalozniho souboru/naéteni nastaveni
ze souboru a ovladaci prvky pro nastaveni velikosti zobrazeni Ndahledu.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

Ovladaci prvky —

Panel nahledu
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Volba barevného rezimu

Modul FLUO+ 3.4 umoziuje pracovat s fluorescencnimi snimky ve dvou barevnych
rezimech. Pfepnuti barevného rezimu je mozné provést pomoci ovladacich prvka v Casti
Pouzit barvy ve spodni ¢asti dialogového okna modulu FLUO+ 3.4. Na vybér jsou dvé

volby:

* Puvodni - pokud je aktivni tato volba, budou ve slozeném snimku pouzity ptivodni
barvy z dil¢ich fluorescencnich snimkid. Tato volba je vhodnd pro skladdani
fluorescencnich snimkt pofizenych pomoci barevné digitalni kamery.

 Uzivatelské - po aktivaci této volby bude aktivovano pouziti uzivatelsky definovanych
barev. U kazdého z nahledii bude aktivovana nabidka Barva pro zvoleni pozadované
barvy vybérem ze seznamu uzivatelsky definovanych barev. Tato volba umoziiuje
obarvit fluorescenéni snimky pofizené pomoci monochromatické digitalni kamery nebo
barevné snimky podle potieby piebarvit.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

Ovladaci prvky v Panelu nahledi

Nad nahledy snimku je zobrazena stavova lista, ktera obsahuje informaci o po¢tu snimkt
otevienych v modulu FLUO+ 3.4 a poc¢tu snimkti zvolenych ke slozeni. Vedle téchto udajt

=

je umisténo tlacitko | S | Obnovit vychozi nastaveni v§ech snimkil. Stisknuti tohoto tlacitka
obnovi vychozi nastaveni v§ech parametra pro skladani (s vyjimkou parametru Barva) pro
vSechny snimky.

Kazdy nahled snimku je vybaven fadou ovladacich prvkd pro nastaveni parametrd pro
skladani:

| Zahrnout tento snimek do skiadani |E|
Intenzita o

-

|E| — = |E| 2 -

Posun X Posun Y
0 <o Sl
Barva: B 1. DAPT (450 nm) -

¥\ zahrnout tento snimek do skiadani ~ Zahrnout tento snimek do skladani: po otevieni modulu
FLUO+ 3.4 maji vSechny snimky obsazené v Panelu ndahledii
zaSkrtnutou volbu Zahrnout tento snimek do skladani. To
znamena, ze vsechny tyto snimky budou obsazeny ve slozeném
snimku. Pokud néktery snimek zobrazeny v Panelu nahledi
nechcete do skladani zahrnout, zruste zaskrtnuti této volby.

[s| Obnovit vychozi nastaveni tohoto snimku: toto tlacitko pro dany snimek obnovi
nastaveni parametrt Intenzita, Posun X, Posun Y a Upravit histogram na vychozi
hodnoty.

Intenzita _ Intenzita: tento ovladaci prvek umoziluje nastavit intenzitu,
[ —=— [P : . <o e, .o
Vichod s jakou bude dil¢i fluorescenéni snimek viditelny ve sloZzeném
snimku. Pokud je dil¢i snimek ve sloZeném snimku nedostatecné
viditelny, zvySte pomoci posuvniku, nebo vepsanim hodnoty do
pole vpravo od posuvniku, hodnotu intenzity a naopak. Kliknuti
na podtrzeny odkaz Vychozi obnovi vychozi hodnotu prvku
Intenzita.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

PEron Posun X, Posun Y: tyto ovladaci prvky umoznuji piesné upravit

0 o : . s . 10 < e
vzajemnou pozici jednotlivych dil¢ich fluorescenénich snimki ve

slozeném snimku.

[Luh | Upravit histogram. toto tlacitko otevie dialogové okno pro tipravu histogramu.

Barva: smrocz2am) - Barva: tato nabidka je aktivni v pfipadé, Ze je v ¢asti PouZit
T oo barvy aktivovana volba UZivatelské. Tato nabidka obsahuje
seznam uzivatelsky definovanych barev. Pozadovanou barvu

4, Texas Red (620 nm)

5. GFP (510 m) snimku pfifadite vybérem zvolené barvy z této nabidky. Pokud
— chcete pro n&ktery snimek ponechat ptivodni bam (napfiklad
8. EYFP (527 rim) snimek  pofizeny pomoci metody diferencidlniho
- ousit pivodni . v A , v/
interferen¢niho kontrastu), vyberte z této nabidky volbu Pouzit
puvodni.

Uprava histogramu

Pro kazdy dil¢i fluorescenéni snimek je mozné provést tpravu histogramu. Tuto funkeci je

mozné aktivovat stisknutim tlacitka [ | Upravit histogram v ovladacich prvcich vedle
nahledu pozadovaného snimku. Otevie se dialogové okno Upravy histogramu.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

Upravy histogramu x

Histogram
Kanal Vstupni hodnoty
© svétlost; Méfitko:

Barevné kanaly: -

Nahled pred zménou: Nahled po zméng:

Pvodni hodnoty oK Storno

Toto okno se sklada z nékolika casti:

Cést Kandl - v této &asti vyberte, na jakém barevném kanalu snimku se budou upravy
histogramu provadét. Volba Svétlost (doporucena pro monochromatické fluorescenéni
snimky) ovliviiuje cely snimek (v§echny barevné kanaly najednou). Pokud zvolite moznost
Barevné kanaly, je mozné upravovat jednotlivé barevné kanaly nezavisle.

V &asti Vstupni hodnoty se provadéji vlastni upravy histogramu. Zobrazeny graf piedstavuje
histogram pro kandl zvoleny v ¢asti Kandl. Métitko histogramu je mozné ménit svislym
posuvnikem MeéFitko. Pod grafem histogramu jsou na krajich zobrazeny malé trojihelnicky.
Tyto trojuhelnicky je mozné posouvat a tim nastavit hrani¢ni hodnoty histogramu, tzv.
,,Cerny bod “ (levy trojuhelnicek) a tzv. ,, bily bod ““ (pravy trojuhelnicek). Nastavené hodnoty
jsou zobrazeny v editovatelnych polich pod histogramem. U monochromatickych
fluorescencnich snimkt je mozné posunutim ,, cerného bodu “ doprava potlacit (ztmavit)
prilis svétlé pozadi. Posunutim ,, bilého bodu “ doleva je mozné zesilit (zesvétlit) iroven
zobrazeni fluorescencniho signalu.
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Pouziti modulu FLUO+ 3.4

V dolni ¢4sti okna jsou nahledy snimku pied a po provedeni zmén. Tlacitka # a # mezi
obéma nahledy slouzi ke zméné zvétseni obou nahledl. Po zvétseni nahledd je mozné
tazenim mysi pii stisknutém levém tlac¢itku obéma nahledy posouvat. Provedené Gpravy
histogramu se ihned projevi v pravém nahledu. Tlacitko Pivodni hodnoty ve spodni Casti
okna vrati vSechna nastaveni snimku do vychoziho stavu. Provedené zmény aplikujete
na cely snimek stiskem tlacitka OK.

4. Slozeni snimku

Po nastaveni vSech pozadovanych parametri pro skladani stisknéte tlacitko i
Slozit. Slozeny snimek bude zobrazen v programu QuickPHOTO, kde s nim muizete dale
pracovat a ulozit jej. Slozeny snimek bude v programu QuickPHOTO pojmenovan
fm_#iH## pripona, kde ##### je poradové Cislo pfidélené snimku programem
QuickPHOTO. Dialogové okno modulu FLUO+ 3.4 zlstane otevieno pro piipadné
opakované skladani s jinym nastavenim parametra.

5. Obarveni/prebarveni snimku (bez skladani)

Modul FLUO+ 3.4 je mozné také pouzit k obarveni monochromatického fluorescencniho
snimku nebo k piebarveni barevného snimku. Postup je nasledujici:

1. Porid’te snimek nebo jej oteviete v programu QuickPHOTO.

2. Snimek urceny k obarveni/pfebarveni oznacte v Panelu ndhledii programu
QuickPHOTO a spust'te modul FLUO+ 3.4.

3. V casti Pouzit barvy aktivujte volbu Uzivatelské.

4. V ovladacich prvcich nahledu snimku v modulu FLUO+ 3.4 zvolte z nabidky Barva
pozadovanou barvu.

5. [ stosit

Stisknéte tlacitko SloZit.

17



Pouziti modulu FLUO+ 3.4

6. V programu QuickPHOTO bude zobrazen obarveny/piebarveny snimek.

6. Ulozeni nastaveni modulu FLUO+ 3.4 do zalozniho
souboru/nacteni nastaveni ze zalohy

Kompletni nastaveni modulu FLUO+ 3.4 je mozné ulozit do zalozniho souboru stisknutim

tlagitka B ehevstnsstsvent | 7510 hovat nastaveni a naslednym zvolenim ndzvu a umisténi
zalozniho souboru. Do souboru bude ulozeno nastaveni parametrt: Intenzita, Posun X,
Posun Y, pouzitd barva pro kazdy snimek a celé uzivatelské nastaveni barev.

Nacteni ulozeného nastaveni ze zalozniho souboru je mozné provést stisknutim tlacitka

@ Nefitnastaven | Ng¢ist nastaveni a zvolenim souboru obsahujiciho zalohu nastavent.
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Minimalni systémové pozadavky

* Jednojadrovy procesor 2,4 GHz nebo vicejadrovy procesor
1 GBRAM

CD/DVD-ROM jednotka

« Microsoft® Windows® XP(SP3)/Vista®/7/8

Podporované verze programu QuickPHOTO:

* QuickPHOTO CAMERA 3.1
* QuickPHOTO MICRO 3.1
* QuickPHOTO INDUSTRIAL 3.1

Microsoft®, Windows®, Vista® jsou registrované znacky spolecnosti Microsoft Corp.

v.207
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