Nikon-KOKI Mikroszkop Kozpont

Az élettudoméanyi mikroszképia fejls-
dése miatt egyre bonyolultabb és
Osszetettebb mérémiiszerek alkalma-
zasara van sziikség. Az ilyen mér6-
rendszerekré| kiderllt mar vilagszerte,
hogy a hatékonysag és szakszer(iség
érdekében egy-egy intézményen beldl,
egy kozponti |étesitményben célszeri
tzemeltetni Oket. Az MTA Kisérleti

Orvostudomanyi Kutatéintézet a Nikon
Austria GmbH és az Auro-Science Kift.
egymasban talalta meg a partnert en-
nek a képalkoté kozpontnak a megva-
[6sitasara. A megegyezésre 2010 ja-
nuarjaban kertlt sor, utdna azonnal
megkezd6dott a Nikon-KOKI Mikrosz-
kop Kozpont (Nikon Microscopy Cen-
ter at IEM) kivitelezése.

Cégtink a megallapodas keretében,
az A1R si konfokalis rendszer kiegészi-
téseként két cslicskategoriaji élettani
mikroszképot bocsajtott az intézet dol-
gozoéinak rendelkezésre. Az egyik egy
TIRF-2 rendszer, amely a teljesen auto-
matizalt inverz Nikon Ti-E kutatémik-
roszképra épul és kiegésziil egy négy
lézert tartalmazéd egységgel, a Tokai
Hit Stage kornyezeti kamraval, az
Andor Ixon kameraval és a Nikon
legkorszer(ibb nanokristaly bevonatu
Lambda S objektiv sorozataval (viz im-
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merziés Apo 40X N.A 1.25; hosszi
munkatavolsagl viz immerziés Apo
40X, N.A 1.15; olaj immerziés Plan
Apo 60X N.A. 1.40). A rendszer él6
ideg- és gliasejtek plazmamembranja
kozelében torténé jelatviteli esemé-
nyek vizsgalatara alkalmas, kimagaslé
térbeli felbontassal és jel/zaj vi-
szonnyal. A masik egy FN1 elektrofi-

ziolégiai rendszer Cl-es konfokalis
fejjel felszerelve, amelyhez egy ha-
romlézeres egység tartozik. A késébbi
tervekben a Nikon legtjabb, forradal-
minak szamité N-STORM szuperrezo-
[Gciés mikroszkép rendszerének be-
mutatasa is szerepel. Ez a kiegészités
lehetéséget teremt a sejtekben zajlé
molekularis folyamatok vizsgalatara
40-60 nm-es térbeli felbontassal.

A1R si konfokalis rendszer

A mérérendszer kivalasztasanal szem-
pont volt a nagy felbontas elérése az
anatémiai munkéakhoz, és a nagy id6-
beli felbontas az él6sejtes vizsgalatok-
hoz. Ebben a kialakitasban két tiikor-
rendszer oldja meg a konfokalis képal-
kotast. Az egyik a hagyomanyos gal-
vano letapogat6, amely nagyon pontos
mozgéasaval nagy térbeli felbontast
(4096%4096 képpont) képes elérni és
igy nagy lat6téren tudjuk kihasznalni
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az optikai rendszer nydijtotta felbontast.
A masik tikorpar a rezonans letapoga-
t6, amely gyors (30 fps/512x512 kép-
pont, 420 fps/512%32 képpont) képal-
kotast igényl6 vizsgalatokat is lehet6vé
tesz, de elérhet6 a 15 600 vonal/sec se-
besség is. A két tikorrendszer egylttes
hasznélatara is lehetéség van. Amig a
hagyomanyos tiikorrendszerrel példaul
aktivalunk, addig ugyanabban az id6-
ben a rezonans tukorrendszerrel képet
alkothatunk, igy feltérképezheték az
aktivalast koveté gyors folyamatok.

A konfokalis rendszer egy teljesen
elektronikusan vezérelheté inverz mik-
roszképhoz kapcsolodik, amely szoka-
sos kiépitése az él6sejtes megoldasok-
nak. Az automatikus fékusz nagyban
hozzajarul a hosszu ideig tart6 méré-
sek egyszer(i kivitelezéséhez. Ebben az
esetben az automatikus fékusz a fedo-
lemez és a minta toréfelszinének moz-
gasat (dilatacio, drift) figyeli, és az el-
mozdulasokhoz igazitja az objektiv
egy termosztat és egy széndioxidos
kamra segiti. A mikroszk6p egy magyar
gyartmanyu rezgésmentes asztalon ka-
pott helyet. A konfokalis képalkotasra
kétféle lehetoség van. Az egyik egy
négycsatornas fotoelektron-sokszoro-
z6s (PMT) megoldas, a masik lehetéség
pedig egy 32 csatornas spektralis kép-
alkotas. A mintabél érkezé jelet ebben
a megoldasban kilonbozé felbontasu
(10, 6, 2,5 nm) optikai racsok bontjak
fel és egy 32 csatornas PMT detektor
érzékeli. Mivel a detektalas egyszerre
torténik, a spektralis képalkotas igen
gyors.

FN1-C1 elektrofiziolbgiai

rendszer
A legljabb elektrofiziol6giai mérések-
hez (kalcium imaging, glutamate

uncaging) ma mar elengedhetetlen a
képalkotés is. A kifejezetten elektrofi-
ziologiai mérésekhez kifejlesztett mik-
roszképhoz egy konfokalis szkenner
tartozik. Az él6 agyszeletek egy-egy
sejtjébdl érkez6 elektromos jeleket
mikropipettaval vezetjik el (patch-



clamp technika), amelyeket mikroma-
nipulatorok segitségével juttatunk a ki-
valasztott sejthez. A sejtek lathatova té-
teléhez elengedhetetlen valamilyen
kontraszt eljarast alkalmazni, amely
ebben az esetben az infravéros DIC
megoldas, ezzel, a szeletben mélyen
elhelyezkedd (100-300 pm) sejteket is
lathat6va lehet tenni. A fluoreszcensen
jelolt sejtek kivalasztasat a konfokalis
rendszer segiti és a stimulalasra adott
valaszok is kovethetok. Mivel a DIC az
infravoros tartomanyban mkodik, a
konfokalis pedig a lathatoban, ezért
megfelelé dikroikus tikor hasznalata-
val megoldhat6 az egyidejl képalko-
tas. A flithet6 kornyezeti kamrahoz
perfliziés rendszer csatlakozik, amely-
nek segitségével a sejtek életben tart-
hat6k és egyttal drogok adagolaséra is
lehet6ség nyilik.

Ti-E TIRF-2 mikroszkép

A fluoreszcens mikroszképiaban sza-
mos biolégiai vagy fizikai mechaniz-
mus teszi indokoltta a vékony rétegek-
ben torténé folyamatok vizsgalatat. A
fokuszsikon  kivil es6  fluoroférok

emisszi6jabol szarmazé hattér kisz(iré-

sével sokkal jobb jel/zaj arany érhet6é
el, amely természetesen noveli a térbe-
li felbontast is.

A teljes belsé visszaver6déses fluo-
reszcencian (Total Internal Reflection
Fluorescence TIRF) alapulé mikroszké-
pia éppen olyan problémakra ad va-
laszt, mint a sejtek membranjaban tor-
ténd folyamatok megfigyelése. A TIRF
mikroszképia a fénynek azt a kilonle-
ges tulajdonsagat hasznalja fel, amikor
a fény egy toréfeluletre egy kritikusnal
nagyobb szogben érkezik, teljes
visszaver6dést szenved, igy a fény koz-
vetlendl nem hatol be a toréfelszin ala.
A TIRF mikroszképia azért mikodhet
mégis, mert a toréfelszint jelent6 feds-
lemez-minta hatarvonalon mégis atjut
egy evaneszcens hullamnak nevezett,
nagyon gyorsan elhal6 elektromagne-
sesség. Az evaneszcens hullam a
visszaver6dé fény hullamhosszatol és
beesési szogétdl fliggben 50-200 nm
mélységben képes behatolni a mintaba
és gerjeszteni az ott |évé fluoroférokat.
A fed6lemezre kitapadt sejtek memb-
ranjaban zajl6 folyamatok figyelhetok
meg ilyen médon, kivalé z iranyd fel-
bontassal és a mélyebb rétegek ger-

jesztésének hianyaban kivalo jel/zaj
arannyal.

A TIRF megvilagitas egy teljesen mo-
torizalt inverz mikroszkopra van felsze-
relve, és az é16 sejtek hosszu tavu élet-
ben tartasahoz sziikséges kornyezeti
kamra is rendelkezésre all.

Az igen vékony rétegbol érkez fluo-
reszcens jel meglehetGsen gyenge, igy
kilonleges kamerara van sziikség a
megfelelé detektdlashoz. Ahhoz, hogy
a megfeleld jel/zaj arany megmarad-
jon, egy —80 °C-ra hitott, 512x512
képpontos, EM-CCD érzékel6vel ella-
tott kamerat hasznalunk.

Ennek a mikroszképnak a tulajdonséa-
gai alkalmasak arra, hogy atalakithato
legyen a napjaink legnagyobb attoré-
sének szamité szuperrezoliciés mik-
roszképpa vagy masképpen nano-
szkoppa.

A labor elérhetésége, a miszerek
pontos specifikacidja megtalalhat6 az
NKMK  weblapjan:  www.nikonmi-
croscopycenter.hu, vagy érdeklédjon a
Nikon mikroszképok magyarorszagi
forgalmazoéjanal.

Auro-Science Kft.
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