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Elosz6: célok és lehetoségek

A szdvettani és sejttani vizsgalomodszerek cimii targy a kifejlett szervezetben lezajlé, spontan vagy kisérletesen
eldidézett, lathatd és lathatova tehetd morfoldgiai valtozasok elemzésére szolgald eljarasokrol nyajt alapvetd
tajékoztatast. Mivel valdban az alapokrol szol, biologia alapszakos (BSc) hallgatoknak szanjuk. Az itt leirt
informaciok megértése és értelmezése feltételezi az eldzetes anatomiai, sejtbiologiai, szovettani, alapfok(i biokémiai,
immunoldgiai és kémiai ismereteket, igy a konyvben el6fordulo ilyen vonatkozasu allitasok hatterére nem tériink
ki részletesen.

A konyvben nem targyalt képalkot6 technikakon kiviil (MRI, CT stb.), amelyek miikodésiik kozben ,,belelatnak”
az ¢l0 szervezetbe, a ,,betekintésre” csak mintavétel utan van lehetdségiink. Végezhetiink megfigyeléseket é16
sejteken, szoveteken, persze csak olyan eszkozokkel, amelyeket arra terveztek, hogy bepillantast adjanak a szoveti
¢és sejttani dimenziokba. Az élettel 0sszeegyeztethetd vizsgalatok tarhaza azonban viszonylag szerény, nincsen
olyan technolédgia a keziinkben, amellyel az €16 sejtek apréd részleteit, a benniik zajlé folyamatok teljességét
megkozelithetnénk, megfigyelhetnénk.

Joval tobb lehetdségiink adodik akkor, amikor az €16 rendszerek tanulmanyozasa céljabol tervezett beavatkozasokat
a sejtek pusztulasa utan végezziik. Ordk kérdés azonban, hogy egy ilyen minta mennyire tiikrozi az ¢16 allapotot.
A mintavételi eljarasok soran tehat arra kell torekedniink, hogy maga a mintavétel a leheté legkisebb mértékii
beavatkozast jelentse a vizsgalandd rendszer szempontjaboél, s hogy az abbdl kivett sejtek és szovetek a legkisebb
mértékii valtozast szenvedjék el. Egy olyan vizsgalati (kisérleti) rendszer felallitisahoz tehat, amely az é16
szervezetben jelen 1év6 allapotokat és viszonyokat tiikkrozi, nagyon gondosan és koriiltekintéen megtervezett
kisérleti munkara van sziikség.

A szoveti szintll valtozasok leirdsara, azonositasara és dokumentalasara a fénymikroszkopos technikak nytjtanak
lehetdséget. A lathato fényt hasznald mikroszkdpok felbontasa azonban korlatozott, s bar bepillantast engednek a
sejt belsejébe, de az ott zajlo folyamatok jobb megértéséhez, a részletek leirasahoz, mas szavakkal az ultrastrukturalis
jellemzok bemutatasahoz mar a nagysagrendekkel nagyobb felbontast elektronmikroszkop sziikséges. Az utobbi
ahhoz is nagyszer(i eszk6z, hogy a molekularis sejtbiologiai, genetikai és fénymikroszkopos szintii sejttani kisérletek
egyre szaporodo adatait 6sszevethessiik az ultrastrukturalis megfigyelésekkel, és megitélhessiik a fenti kisérletek
eredményeinek megbizhatdsagat és hitelességét.

Kényviinkben bemutatunk alapvetd mintavételi technikakat, a mintak rutin és fluoreszcens eljarasokkal kiegészitett
fény-, valamint elektronmikroszkopos szintl feldolgozasahoz sziikséges eljarasokat. Foglalkozunk a szervezetbdl
kivett sejtek és szovetek, szervek mesterséges (in vitro) koriilmények kozotti €letben tartasaval, ennek modszereivel
és perspektivaival is. Végiil, de nem utolsé sorban kitériink olyan metodikék és eszk6zok bemutatasara, amelyek
lehetdvé teszik a kapott eredmények szamszer(i (objektiv) kiértékelését is.

A konyvet egy olyan fliggelék zarja, amely a bemutatott t¢émakorokhoz kapcsolddo konkrét eljarasokat, recepteket
tartalmaz.

Budapest, 2012. oktober 10.

A szerzok

vii
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1. fejezet - A mikrotechnika fogalma

Laszlo Lajos

Az ¢l6 sejtek és szovetek az é€lettel sszeegyeztethetd, vitalis mikroszkopi vizsgalatara csak igen korlatozott
lehetdségeink vannak. Az esetek tobbségében ezek nem szolgaltatnak elegendd informaciot, ezért a mikromorfologiai
vizsgalatokat tobb 1épésbdl allo elékészité munka eldzi meg. A mikrotechnika ezen el6készit6 eljarasok elméleti
és gyakorlati tudomanya. A mintak el6készitésének megtervezésekor elsédlegesen azt kell eldonteniink, hogy
megfigyeléseinket fény-, vagy elektronmikroszkoppal végezziik, tehat az eredményeket szovet-, vagy sejtszinten
értékeljilk-e. Ahogy a késdbbiekben latni fogjuk, a kétféle megkdzelitési szint komoly kiilonbséget jelent a

sty

A mikrotechnika alkalmazasakor kettOs célt kell szem el6tt tartanunk:

1. egyrészt kello vékonysagu, a kiértékeléskor alkalmazott (fény- vagy elektron-) mikroszkop sugarnyalabja
szamara jol atvilagithato készitményt kell el6allitanunk,

2. masrészt altalaban meg Kkell novelniink a biologiai mintakban jellemzé csekély fénytorés- vagy
elektronszorasbeli kiilonbségeket ahhoz, hogy az egyes szoveti vagy sejtkomponenseket el tudjuk kiiloniteni
egymastol. Ezt a fénymikroszkopiaban mikrotechnikai festékek, az elektronmikroszkopiaban pedig nehézfémsok
alkalmazasaval, azaz kontrasztositassal érjiik el.

A mikrotechnikai feldolgozas legf6bb célja az, hogy a preparatumok eldallitasa kdzben az €16 anyag strukturalis
(és a feltételezett funkciora utald) sajatsagait ugy 6rizziik meg, hogy az a lehet6 legkevésbé térjen el az é16 allapottol.
Ezért az el6készités okozta torzulasokat a lehetd legalacsonyabb szinten kell tartanunk, mas szavakkal a miitermék
(artefactum) képzodésének lehetdségét a minimalisra kell leszoritanunk. Minél jobb optikai felbontoképességii
vizsgalomodszer szamara készitjiik eld a bioldgiai anyagot, annal nagyobb figyelmet kell forditanunk erre a
kovetelményre!
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2. fejezet - Fénymikroszkopia

Zboray Géza
Molnar Kinga

Bizonyos, a szervezetet ¢16 allapotban ért hatasok, tervezett beavatkozasok szabad szemmel torténé megfigyelésekkel
is értékelhetok, de szamos olyan reakcid is végbemehet az allati szervezetben, amelyek csak mikroszkopos
modszerekkel mutathatok ki. Ezek koziil az alabbiakban a fénymikroszképos eljarasok modszertanarél lesz
sz0.

Leirasunkban az egyszeribb rendszerekt6l haladunk a bonyolultabbak felé. Ez azt jelenti, hogy a fejezet olyan
vizsgalatokkal kezdddik, amelyekben viszonylag egyszeri el6késziiletekkel és gyorsan juthatunk eredményhez
(€16 sejtek megfigyelése, kenetek készitése, egésztest-preparatumok). Ezeket bonyolultabb, id6igényesebb eljarasok
kovetik (korrozids készitmények elballitasa, csiszolatok készitése), majd a modszertani részt a szdvettani
készitmények (metszetek) eldallitasanak igen dsszetett, hosszadalmas munkafolyamata zarja.

A hangsulyt a modszerek elveinek bemutatasara helyezziik. Az eljardsokat konkrétan leiro receptek és adatok
kozzetetelének csak az a célja, hogy az elvi alapokat érzékletessé tegye, illetve az elméleti megfontolasokat a
gyvakorlatba iiltesse. Ezeket természetesen nem kell memorizalni, hiszen a mindennapi, rutinszeri alkalmazasuk
soran ez ohatatlanul és automatikusan bekévetkezik.

Metodikai leirdsunkat egy, a fénymikroszkdpokat és a hozzajuk kapcsolodo optikai ismereteket bemutato fejezettel
egészitettiik ki. Az ott leirtak hasznos ismereteket adnak a mai modern késziilékek mtikddési elvének megértéséhez
és hasznalatahoz is. A mikroszkop a kisérleti eredmények kiértékelésére hasznalt miiszer. Kello mélységii ismerete
tehat megalapozza egyrészt a kisérletek tervezését, vagyis azt, hogy egy adott kérdés megvalaszolasahoz milyen
modszer alkalmazasa és melyik mikroszkop a megfeleld; masrészt az eredmények kiértékelését, azaz azt, hogy
milyen szintii kovetkeztetéseket vonhatunk le a latottakbol. Altaldnosan elmondhato, hogy tébb metodika egymas
melletti hasznalata, illetve egymast kiegészité eredményei vezetnek csak az adott szinten elfogadhato, megalapozott
kovetkeztetésekhez.

Kulonallg, illetve izolalt sejtek vizsgalata

A vizsgalat targyat képezd sejtek szamos esetben 6nalld egységként, mas sejtekhez nem kapcsolddva vannak jelen
a szervezetben. Ilyenek pl. az érett vérsejtek, nyiroksejtek, ivarsejtek. Ezen sejteket vizsgalhatjuk €16 allapotban
vagy rogzitést kovetden, festetleniil vagy festett formaban is.

El6 sejtek vizsgalata természetes allapotukban, festések
nélkul

El16 allapotban és festések nélkiil csak specidlis optikai eszkozokkel, igy faziskontraszt és differencialis interferencia-
kontraszt (DIC) valamint s6tét latoterti mikroszkoppal torténhet a megfigyelés. A faziskontraszt-mikroszkop abban
az esetben hasznalhato, ha a készitmény vastagsdga nem haladja meg a 10—12 pm-t. Ezzel az eljarassal jol lathatova
valik pl. a sejtmag, latszanak a mitokondriumok, a kiilonbozé vezikuldk és a sejtfelszin moédosulatai (ezekrol
fotokat a mikroszkopokkal foglalkozo fejezetekben mutatunk be).

El6 sejtek festése vitalis festékekkel

E16 sejtek kiilonbozé struktirait vitalis festésekkel tehetjiik lathatova vagy feltiinbbbé. A vitalis sz6 azt jelzi, hogy
a festék (festési eljaras) nem pusztitja el a sejtet. Amennyiben ezek a festékek egyben sav-bazis indikatorok is,
az eljaras funkcionalis kovetkeztetések levonasara is alkalmas. A festett készitmények vizsgalatara, az alkalmazott
festékektdl fliggden, hasznalhatunk atesd fénnyel miikodo fénymikroszkopot vagy fluoreszcens mikroszkopot.
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A neutralvoros festés

A neutralvoros, nevének megfelelden, egy olyan indikatorfesték, amelynek atcsapasi pontja pH 7 koriil (pH 6,8
¢és 8 kozott) van. Ennek megfelelden a festés eredményébdl leginkabb arra kovetkeztethetiink, hogy a festett
struktira savas vagy lugos jellegii-e. Igy elsésorban lizoszomak kimutataséra alkalmas.

A neutrdlvords festés szép példaja az egysejtiickben az emésztélirocskék utjanak és az emésztés folyamatanak
nyomon kdvetése. A sejtek a taplalékkal egyiitt a festéket is felveszik, amely igy ugyanabba a térbe keriil, mint
maga a taplalék. Fénymikroszkop alatt figyelve az egysejtiit, a festék szinének valtozasabol (narancs/sarga)
kovetkeztethetiink az emésztévakudlum lagos (narancsszin) vagy savas (sarga szin) voltara. Neutralvorossel
feltiintethetjiik a kapillarisokat kiséré hizosejteket €s mas sejttipusokat is. Alkalmazhatjuk a neutralvoros festést
paraffinba dgyazott, mar elhalt, fixalt szovetek vizsgélatara is (pl. idegsejtek feltiintetése céljabol).

Az akridinnarancs festés

A sejtalkotorészek €s a sejtek vitalis festésére hasznalhatunk UV fényben fluoreszkalé festékeket (fluorokromot)
is: ilyen az akridinnarancs (akridinoranzs, acridinorange). A festéket nukleinsavak (1. Fluoreszcens modszerek,
sejtmagfestés) és lizoszoOmak kimutatasara is alkalmazzuk.

Az €16 sejtek felveszik, igy sejttenyészetben tartott, vagy izolalt szervek sejtjeit is kezelhetjiik vele. A gyors és
egyszeri eljarassal elézetes szlrést végezhetiink pl. arra vonatkozoan, hogy az alkalmazott kezelés befolyasolja-
¢ a sejtek lizoszomalis aktivitasat (2.1 abra). Err6l és a fluorokromok segitségével €16 sejteken, szerveken végezhetd
mas vizsgalati lehetéségekrdl a Fluoreszcens mddszerek c. fejezetben irunk részletesen.

2.1. abra. Akridinnarancs festés eredménye: a lizoszomak zold pottydkként tiinnek eld, a sejtmagokat magfestékkel
(DAPI) jeloltiik (ecetmuslica, larvalis zsirtest preparatum, fluoreszcens mikroszkop; méretvonal: 5 um)

Amikor szoveti kornyezetben el6fordulo sejtek vizsgalatara hasznaljuk, az adott szervbdl fagyasztd mikrotommal
vagy kriosztattal készitett metszetet (vizes kimosast kdvetden) helyeziink a festékoldatba. Megfeleld id6 elteltével
a felesleges festékanyagot kimossuk, majd készitményiinket targylemezre helyezziik, glicerinnel lefedjiik, és
fluoreszcens mikroszkopban vizsgaljuk. A sotét hattérben a festédott részek zoldes szinben és/vagy sargan-
narancssargan tiinnek el kornyezetiikbél'.

Sejt- és szovetminta-vételi eljarasok

Amennyiben a sejtek 6nalloan és szabadon lebegnek vagy aramlanak egy kdzegben (pl. a vérben), akkor a sejteket
tartalmazo testfolyadékbol kenetet készitiink. Mas esetekben a sejteket vagy a felszinekrél valasztjuk le (exfoliativ
készitmények), vagy egy szerv belsejébdl nyerjiik ki (biopszia).

Uhttp://www.ecmaj.ca/content/175/5/475.2.short
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Vérkenet készitése és festése

Azujjbegyb0dl vett vércsepphez tiszta, zsirtalanitott targylemezt érintiink, minek kovetkeztében a vércsepp ratapad
a targylemezre. A vércseppet egy masik targylemez hozzaérintésével szétfolyatjuk a két {iveglemez érintkezési
vonalaban, majd ez utobbi targylemezt hatarozott mozdulattal elhuzzuk a vércseppet tartalmazo targylemez feliiletén
(2.2. abra). A kialakult folyadékfilmet nevezziik vérkenetnek, amelyet vizsgalhatunk festetleniil, pl. faziskontraszt-
mikroszkoppal, vagy mikrotechnikai festés utan is (2.2.D abra).

Szaradast és rogzitést kovetden alkalmazhatunk May—Griinwald- és/vagy Giemsa-festést (2.2.D abra), amely utan
avorosvérsejtek (erythrocytak) minden tovabbi beavatkozas nélkiil jo1 1athatok a mikroszkopban. Ha a fehérvérsejtek
(leucocytak) granulumainak és magszerkezetének vizsgalata sziikséges (tipusmeghatarozas, szamolas), akkor
tovabbi festési eljarast kell alkalmaznunk. Egyszer(i, demonstracios célokra hematoxilin-eozin festéssel is
dolgozhatunk.
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2.2. abra. Vérkenet készitése (A—C) és eredménye (D). A kenet készitésének 1épései (A): a targylemezen 1évo
vércsepp felé egy masik lemezt kozelitiink (A), amelynek szélén a csepp szétfut (B). A lemezt 30-40 fokos szogben
tartva azt eléretoljuk, igy a cseppet vékony réteggé hiizzuk szét (C). A vérkenetek festés utan (D)

A Giemsa-festés a DNS foszfatcsoportjaira specifikus eljaras, amely elsdsorban az adenin/timin parosban gazdag
szakaszokat jeloli. A festékkeverékben metilénkék, eozin és azir-B festékek vannak. Az eljaras — vérkenetek és
csontveldi kenetek festésén kiviil — jol hasznalhato a bakteriologiaban és a korszovettanban is.

Vérkenet festésekor a vorosvérsejtek (erythrocytdk) és a vérlemezkék (thrombocytdk) rézsaszinire festddnek, a
fehérvérsejtek (leucocytak) plazméja a kék kiilonbdzo arnyalataiban tlinik eld, magjuk pedig lilasra szinezddik

(2.3. abra).
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2.3. abra. Vérkenet Giemsa-festéssel: az erythrocytdak rozsaszinliek, a leucocytdk citoplazmaja kissé kékes, magjuk
lila szin{i (B-sejtes kronikus lymphoid leukaemia)

A May-Griinwald-festéssel ugyancsak kittind eredményt kapunk. A festékek itt eozin és metilénkék. Az eljarassal
a vorosvértestek rozsasziniire, a fehérvérsejtek magvai ibolyas kékre festodnek. Az eozinofil granulocytak szemeséi
pirosra, a neutrophil sejtek granulumai vilagos ibolyakékre, mig a basophil granulocytak szemcséi kékre festodnek.
A Iymphocytdk plazméaja kék lesz (2.4. abra).
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Nagyon jo €s szép eredményt ad a May—Griinwald—Giemsa kombinalt festés is.
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2.4. abra. Vérkenet May—Griinwald-festés utan: a vorosvértestek rozsaszintiek, a neutrophil granulocytdk szemcséi
ibolyaszintiek, a [ymphocyta citoplazmaja halvanykék. A sejtmagok és a vérlemezkék ibolyakékek

Csontveldkenet vizsgalata

A csontvel6i vérképzés vizsgalatahoz csontvel6kenetet kell késziteniink. Ehhez csontveldt a szegycsont vagy a
csipdesont punctiojaval nyerhetlink. Egy erds tiivel at kell sziirnunk a bort és a sternum kompakt allomanyat, majd
a szivacsos csontallomanyba vagy a vel6iiregbe hatolva szivassal (aspiracio, aspiratio) kell mintat venniink (2.5.
abra).

2.5. abra. Csontvel6-mintavétel fecskenddvel (aspiracios biopszia)

A fecskendd tartalmanak egy hanyadat targylemezre vissziik, majd bel6le kenetet készitiink. A kenetet a vérsejtek
(vérkenet) festésére hasznalatos festékkeverékekkel (May—Griinwald, Giemsa, illetve ezek mddositasai) festjiik
meg, és mikroszkopban vizsgaljuk (2.6. és 2.7. 4bra).

HHWMW%\;\
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2.6. abra. Csontvel6bdl készitett kenet (Giemsa-festés, acut leukaemia)
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2.7. abra. Csontveldkenet: a kép kdzepén egy sokmagvl, lila citoplazmaja erythroblast 1athato (Giemsa-festés,
erythroleukemia)

Exfoliativ citologiai vizsgalat

Gyakori citologiai mintavételi eljaras a n6gyogyaszatban a méhnyak hiivelyi részletének teriiletérdl és a méhszajrol
vett igynevezett exfoliativ? citologiai mintak elemzése. Az eljaras neve azt jelzi, hogy itt a felszint borité
nyalkahartya levalé himsejtjeinek ¢s a fehérvérsejteknek a vizsgalatara van lehetdségiink. Ennek megfelel6en
a mintavevovel (kis kefeszeri eszkdz) 6vatosan végigsimitjuk a mintavételi tertiletet. Ezutan a kefécskére tapadt
sejteket targylemezre cseppentett vizsgalooldatba juttatva, majd a mintaban 1év0 sejteket megfestve értékeljiik az
eredményt.

Hasonl6 technikéaval végezziik a hiivelykenet citologiai vizsgalatat. Az eljarassal jol kdvethetd az ivari (oestrus)
ciklus és annak fazisai. Az oestrus ciklus hormonalis valtozasai a petefészekben, a méhben és a hiivelyben idében
egylitt mozgd valtozasokat hoznak létre. Ennek alapjan a hiivelykenet valtozasaibdl kdvetkeztethetiink a ciklus
altal indukalt folyamatokra. Egéren és patkanyon végzett endokrinoldgiai, neuroendokrinoldgiai kutatdsokban
gyakran hasznalt eljaras.

Aspiracids biopszia

Ugyancsak elterjedt modszer, de inkabb szdvetdarabok, szovetrészletek vizsgalatara alkalmas a tli-biopszia vagy
mas néven aspira’tci(’)s3 biopszia4. A korosnak vélt teriiletbe szurt, megfeleld méreti mintavevo tiivel, illetve a tiire
szerelt fecskenddvel (1. mintavétel csontveldbol) egy kis szovetdarabot tavolitunk el a kérdéses szervbol, és azt
szovettani-molekularis bioldgiai analizisnek vetjiik ala (2.8. abra).

2 exfoliatio: hamlas
3 aspiratio: belégzés, beszivas
4 biopsia: €16 szervezetbdl torténé mintavétel
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glikolipid zarvéanyok

P :
glomerulus podocytak nephrotubulus

glikolipid zarvanyok

endothelium sejt nephrotubulus

2.8. abra. Biopszias minta vesébdl: a kiemelt vesekéregminta egy részletét fénymikroszkopos vizsgalatra (A,B),

egy masik részletét pedig elektronmikroszkdpos analizisre (C) készitették, igy a betegség fennallasat ultrastrukturalis

szinten is igazoltak (A: hematoxilin-eozin festés, fekete-fehér felvétel, B: toluidinkékkel festett félvékony metszet,
C: kis nagyitasu ultravékony metszet)

Egésztest-készitmények vizsgalata

Egésztest-készitmények esetében az allatokbol vagy embridikbdl nem valasztunk le sejteket, nem is készitiink
beldliik metszetet, hanem az alkalmazott eljarast a teljes testen végezziik. A festések, jelolések utan a testet
rendszerint atderitjiik, azaz atlatszova tessziik.

Embriok festése

Az attetsz0, még pigmentacioval sem rendelkezé embrionalis szovetek konnyen atitathatok kiilonféle festékekkel
(pl. ozmium-tetroxiddal, Kernechtrot-festékkel), s az igy kapott készitmények hiien tiikrozik az embrionalis fejlodés
adott stadiumat (2.9. abra).
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| szikkeringés

2.9. abra. Ozmiummal festett fiatalabb (A) és Kernechtrot-festett iddsebb (B) csirkeembrid

Atderitett porc-csont festett készitmények eldallitasa

A modszerrel az atderitett testekben kitinden lathatova valnak a vazrendszer elemei, méghozza eredeti
helyzetiikben és kapcsolataikkal. Egy ilyen preparatumon olyan részletek is megfigyelhetdk, amelyek még a
legnagyobb miigonddal és aprolékos munkaval készitett vazrendszeri készitményeken sem lathatok. Az eljarasnak
igen sokféle valtozata ismert; vannak embriokra és nagyobb méretli (kiilonbdzé gerincescsoportokba tartozd)
allatokra kidolgozott modszerek is.

Ennek megfelelden az itt és a Fiiggelékben részletesen kozolt eljarasok nem feltétlen egyeznek meg minden lépésben.
Adott feladat megoldasahoz az adott dallatcsoportra kidolgozott eljaras kovetését ajanljuk!

Els6 1épésként — ha ez indokolt és lehetséges —a tetemet megnyuzzuk. A bor eltavolitdsa nagymértékben
megkonnyiti a vegyszerek ¢€s a festékek bejutasat a szovetekbe.

Embriok esetében erre nincsen sziikség, hiszen ezt a lépést a gerinces bor felhamjanak elszarusodasa, illetve
kifejlett szaruképleteinek jelenléte indokolja. Az embriondlis és magzati szévetek ugyanis az oldatok szamdra
jobban atjarhatok, mint a differencidlt szovetek (I. pl. a mesenchyma jellemzéi!).

Porcfestés alciankék-oldattal

Ezutan (amennyiben ezt az allat méretei lehet6vé teszik) a testiiregi szerveket eltavolitjuk (kizsigerelés,
evisceratio), majd a testet formalinban vagy alkoholban fixaljuk. A fixalt tetemet hig (kb. 1%-0s) KOH oldatba
helyezziik. A lagos oldatban a szovetek fellazulnak, ami megkonnyiti a festékoldat behatolasat. Kozben az izomzat
és a kotészoveti elemek részben atderiilnek, kissé attetszévé valnak. A teljes eljaras sikere nagymértékben fiigg
attol, hogy ez a kalium-hidroxidos kezelés (elGzetes atderités) mennyire tortént az eldirasok szerint. A KOH
oldatban a tetem igen szakadékonnya valik (fellazult izmok, inak), dvatosan kell tehat mozgatnunk, esetleg
megemelniink a testet.

Kovetkezo 1épésként a tetemet kalium-hidroxidos alciankék oldatba helyezziik. Festés utan folytatjuk az atderitést
és anem kotodott, felesleges festék eltavolitasat. Az alciankék oldattal tulajdonképpen ,,talfestjiik” a preparatumot,
ami azt jelenti, hogy a festék nem csak a vazelemekbe rakodik be (a teljes allatot kéknek latjuk). A nem specifikusan
kotddo felesleget ki kell tehat oldanunk. Erre alkalmas az ugynevezett Mall-oldat, amely viz, glicerin és KOH

s

mindaddig cseréljilk az alciankékkel festett tetemen, amig az a kioldodé festék miatt kék szintivé valik. A
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preparatumot végso tarolasra higitatlan glicerint tartalmazo, lezarhato tivegedénybe helyezziik (2.10. abra). Ez a
szép festddés sajnos az évek soran kifakulhat. (A Fliggelékben zebrahalra vonatkozo eljarast kozliink.)

STem hyamandibulare melliszd
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2.10. abra. Alciankékkel festett csukalarva fejvaza: a koponya egyelére még csak porcos részei szépen kivehetok
az atlatszo koponyaban

Az alcidnkék (Alcianblue G) jol festi a proteoglikanokat és a glikzaminoglikanokat®, ezért az ezen anyagokban
gazdag porcszoveteket. Az cljards, amennyiben szovettani metszeteken alkalmazzuk, kombinalhato példaul
hematoxilin-eozin €s PAS festéssel is.

Az alizarinvoros és a kombinalt alciankék-alizarinvoros
festés

Alizarinvordssel kitlinden és tartdsan festhetOk a kalciumsékban gazdag vazrendszeri elemek (csontszdvet,
elmeszesedett porc és mésztartalmu kotészovet).

Az alizarinvoros (Alizarin red) a festobuzér (Rubia tinctorum) nevii novénybdl kivont, régota ismert festék. Oldatban
élénk sotétvoros szinii (szine a bordoi vorésborhoz hasonlo).

A festeni kivant tetemet formalinban vagy 95%-os alkoholban fixaljuk, majd anyagunkat 1%-os KOH oldatba
helyezziik, egészen addig, amig a test atlatszova nem valik. Az eljardsnak ez a része kulcsfontossagu a festés
eredményessége szempontjabol.

Ezutan kovetkezik a festés KOH-ban oldott alizarinvordssel. A kelld festédést kovetden folytatjuk az atderitést,
pl. Mall oldatban. A kész preparatumot tiszta glicerinben taroljuk. Az alizarinvords festés stabil, nem halvanyul.
Az eljaras eredményeképpen az allatok vazrendszere szépen kirajzolodik. (A Fiiggelékben zebrahalra vonatkozd
leirast kozliink.)

Alciankék-alizarinvoros kombinalt festéssel a porcok kékesre, vilagoskékre, a csontok k6zép- vagy sotétvordsre
szinezOdnek. A készitmények szépsége akkor tiinik el igazan, ha a glicerinben tarolt anyagot alulrél kdzéperds
szort fénnyel vilagitjuk meg (2.11. abra).

3 1. szovettani tanulmanyok!
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2.11. abra. Porc- és csontfestés kombinacidja: alizarinvords-alciankék festés (piranja)

A porc-csont festett készitményeket kitlinben hasznalhatjuk az anatémiai oktatdsban, demonstracioban, a
vazrendszer fejlodésével foglalkozo tudomanyos munkakban, a spontan eléforduld vagy szandékosan eléidézett
hibas fejlédések vizsgalatara, a fejlodési hibak leirasara, illetve gyogyszeripari hatéanyagok sziirésére. Amennyiben,
egy bizonyos kezelés eredményeképpen a kisérleti tesztallatokban barmilyen vazrendszeri rendellenesség (szajpadi
hasadék, az ujjak szdmanak redukcidja /oligodactylial vagy éppen szamfeletti ujjak megjelenése /polydactylial)
tapasztalhatd, ez alciankék-alizarinvoros festéssel mar embrionalis (magzati) korban kimutathato.

Az ilyenfajta vizsgalatok ma mar kitelezéek, de amig ezt nem vezették be, sajnos eldfordult, hogy egy-egy évekig
forgalomban lévé gyogyszerrdl utolag bizonyosodott be, hogy vazrendszert érinté fejlédési rendellenességeket
okoz (1. thalidomide, USA, 2.12. dbra).

2.12. dbra. Az édesanya altal szedett gyogyszerben 1évo hatdanyag hatasara kialakult végtagfejlodési rendellenesség

Olyan kisérletes munkakban, amelyek bizonyos géneknek a vazrendszer fejlédésében betdltott szerepével
foglalkoznak, szintén gyakran talalkozunk ilyen eljarassal kapott eredményekkelé.

Autoradiografia

A modszer arra szolgal, hogy radioaktiv izotopokkal jelolt molekulidkat és ennek kapcsan a jel616dott szerveket
vagy azok részleteit azonositani tudjuk szovettani metszetekben vagy egésztest készitményekben, metszetanatomiai
preparatumokban.

Egyik lehetdségként a radioaktiv anyagot intravénasan juttatjuk a szervezetbe, ami igy az él6 allatban halmozodik
fel valamely szervben. Az esetek mas részében mar a szervb6l megfeleld modszerrel készitett szeletet vagy metszetet
inkubaljuk a radioaktiv anyagot tartalmazé oldatban. Mindkét modszer alkalmazasakor elegend6 id6t kell biztositani
ahhoz, hogy a célszervben a kimutathatdsagi kiiszobot meghaladdé mennyiségii sugarzé anyag halmozoédjon fel.
Ezutan a metszetet (szeletet) sotétszobaba vissziik, ahol specialis filmre helyezziik ugy, hogy a két réteg, azaz a
metszet és a film ne mozdulhasson el egymashoz képest. Ezutan ezt a ,,szendvicset” fénymentesen becsomagoljuk,

6 http://www.plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0027324?imageURI=info:doi/10.1371/journal.pone.0027324.g001
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és néhany napra jégszekrénybe helyezziik (expozicid). A hiitéssel megakadalyozzuk, hogy a metszet bomlani
kezdjen vagy sériiljon, a megfeleld expozicios idovel pedig azt biztositjuk, hogy az izotopot tartalmazo szervrészlet
felett a film a radioaktiv sugarzastol megfeketedjen. Mint ismeretes, a radioaktiv sugarzas a fényhez hasonléan a
fotdemulzidban 1év0 eziist-nitratot eziistté redukalja. Az expozicio lejartaval a filmet el6hivjuk: azokon a helyeken,
ahol fémeziist keletkezett, fekete teriiletek jelennek meg. A filmet, mas néven autoradiogramot a megfestett
metszetiinkkel dsszevetjiik, s a fekete teriileteket azonositjuk.

Autoradiografiat egész allatokbol, elsdsorban egerekbdl vagy patkanyokbol, illetve hasonlé méretii allatokbdl is
készithetiink, pl. annak eldontésére, hogy egy adott, jelzett vegyiilet a szervezet mely részében dusul fel (pl.
receptorok lokalizacidjanak meghatarozasa, 2.13. abra), illetve raktarozodik (metabolizmus vizsgalata). Radioaktiv
elemként *H-ot, foszforizotopokat (32P és 33P), 3384, vagy 12510t hasznalhatunk.

2.13. abra. Ingeriiletatvivé anyagot (neurotranszmittert) megkdto receptor kimutatasa patkanyembrioban: ahol a
receptorok el6fordulnak, ott a radioaktiv ligandumok feldtisulnak (eléagy, frontalis metszet, SVZ: az oldalkamra
menti /szubventrikularis/ neurogén zona)

Korrézids készitmények

E készitmények eloallitasa soran a szervek vagy akar az egész test érrendszerét, vezetékrendszereit és egyéb
iiregeit mutatjuk ki ugy, hogy ezeket az iiregeket testmeleg és alvadast gatldo anyagot is tartalmazd fiziologias
sooldattal atmossuk, majd — ha a mosofolyadék mar vérmentes — az tiregrendszert feltdltjiik valamilyen szines
(szinezett), gyorsan polimerizal6do anyaggal. A megkotott toltdanyag megszilardulasat kdvetden a lagyrészeket
(lagkezeléssel) eltavolitjuk. A maratas utan visszamaradt tdltdanyag megmutatja a feltltott struktara (pl. érrendszer)
elagazasrendszerét. Az eljaras eredményeként kapott korroziés preparatumot lemosas, majd szaritas utan, illetve
folyadékban tartva vizsgalhatjuk (2.14. 4bra).
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2.14. abra. Szivkoszortér-rendszer korrozios készitményen: a jobb és bal oldali érrendszert mas szinti anyaggal
toltotték fel

Az eljaras mikrodimenziékban is igen értékes informaciot ad, pl. a vese érrendszerérdl, a glomeruluskapillarisok
elrendezddésérdl, vagy egy agyteriilet érrendszerének térbeli szerkezetérdl. Ilyen esetekben a vizsgalat pasztazo
elektronmikroszkoppal torténik.

A modszert teljes testi érrendszer kimutatasara és feltoltésére is alkalmazhatjuk. Ez esetben eldszor az aortaba
vagy valamelyik nagyobb érbe, pl. a combartériaba kaniilt kétiink, egyidejiileg megnyitunk egy vénat az elfolyas
biztositasa érdekében. A kaniilon keresztiil alvadasgatlo anyagot tartalmazd, testhdmérsékletii fizioldgias sdoldattal
atmossuk a teljes érrendszert, egészen addig, amig a mosofolyadékbol az utolsd vérnyomok is eltlinnek. Ezutan
az érrendszerbe viszonylag gyorsan polimerizalddo szines, kék vagy piros milanyagot juttatunk attol fliggden,
hogy a vénas vagy az artérias rendszert toltjiik-e fel. Ezt kovetden az injektalt és megkeményedett anyagrol luggal
lemaratjuk a lagyrészeket, a visszamarado ,,ontvényt” lemossuk, megszaritjuk, és megvizsgaljuk vagy kiallitjuk.
Az ilyen készitmények demonstracios jellegliek, és az oktatast szolgaljak.

Vékonycsiszolatok, illetve feluleti csiszolatok
készitése

Az elmeszesedett szervek, illetve szervrészletek és egyéb meszes, kemény strukturak (pl. csontok, fogak, kristalyok,
fillkdvek (otholithok), vese- vagy epekovek, megkoviilt €l61ények) csak a szervetlen anyagok eltavolitasat kdveten
(dekalcinalas) metszhetdk és vizsgalhatok. A dekalcindlassal (salétromsav, kelatok, pl. EDTA) a struktara
kialakitasaban fontos szervetlen anyagokat eltavolitjuk, amelyek hidnya, illetve a kezelés megvaltoztathatja az
eredeti viszonyokat, s ez miitermék képzodéséhez vezethet. Mindezen problémékat elkeriilendd, ilyenkor
csiszolatokat kell késziteniink. Tudataban kell lenniink azonban annak, hogy ezeken csak a szervetlen komponensek
tanulmanyozhatok!

A csiszolandd anyagokat a csiszolds okozta erételjes mechanikai hatasoktol miigyantaba agyazassal védjik. A
beagyazott anyagbol kozetvago késziilékkel kb. 1 mm vastagsagli korongokat vagunk, amelyeket targylemezre
ragasztunk.

A csiszolashoz viszonylag durva, kdzepes, majd kis szemcsenagysagu kromdioxid port szorunk egy-egy iiveglemezre,
majd a krémdioxidot vizzel dsszekeverjiik, targylemezre ragasztott anyagunkat pedig a kromdioxid felé forditva
egy elképzelt kor mentén korkords mozgassal vékonyitjuk. A legfinomabb szemcseméretli csiszoléanyaggal
fejezziik be a vékonyitast. Ekkor az anyagnak mar kb. 20 pm vastagsagunak és atlatszénak kell lennie. Legvégiil
a csiszolatunkat aluminium-oxiddal polirozzuk, majd feddlemezzel lefedjiik.

A készitményt fénymikroszkoppal és/vagy polarizacios mikroszkdppal vizsgaljuk (2.15. dbra). Az anyag feliiletét
is tanulmanyozhatjuk (elemi dsszetétel, mikroanalizis pasztazo, scnanning (szkenning) elektronmikroszkoppal);
ilyen esetekben természetesen nem fedjiik le.
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2.15. abra. Csontcsiszolat ugyanazon teriilete fénymikroszkopban polarizacios szlirék nélkiil (A) és keresztbe
allitott szlir6kkel (B). A képek jobb felsd sarkaban egy kdzponti csatornat (fehér csillag) rajzoltunk koriil (szaggatott
vonal)

Ismét hangsulyozzuk, hogy a bioldgiai mintakbol készitett csiszolatok kiértékelésénél figyelembe kell venni azt,
hogy azok a szerves komponenseket mar nem tartalmazzak: a csontcsiszolatokban tehat magukat a csontsejteket
nem lathatjuk, csak azokat a kamracskakat (lacundkat), amelyek koriilzartak 6ket! A vizsgalat céljanak megfeleléen
tehat el6zetesen kell eldonteniink, hogy az adott anyag szerves vagy szervetlen komponenseit szeretnénk-e megdrizni.

Szovettani preparatumok, metszetek készitése

A biolégiai anyag elokészitésének altalanos menete

A megfeleld vékonysagt, mikroszkoppal atvilagithatd minta eléallitasa érdekében a célunk egy jol ,,szeletelhetd”,
metszhetd minta, in. blokk eléallitasa. Az elokészito eljaras fobb 1épései és ezek céljai a kdvetkezok:

1. Anyagpreparalas és rogzités (fixalas): az é16 anyag strukturalis és kémiai stabilizalasa. A szovettani készitmények
eléallitdsdhoz a szervet vagy szovetdarabot a szervezetbol ki kell emelni, szerkezetét rogzitdszerekkel vagy
megfelelden kivitelezett fagyasztassal meg kell 6rizni, bomlasat meg kell akadalyozni.

2. Kimosas: a rogzitdszer eltavolitisa vizzel vagy egyéb oldoszerrel. Fagyasztott minta esetében természetesen
ezt a 1épést kihagyjuk.

3. Viztelenités (dehidralas): a rogzitdszerekkel fixalt szovet viztartalmanak vizelvond szerekkel torténd eltavolitasa.
Erre azért van sziikség, mert a j6 metszhetdséget biztositd beagyazdszerek altalaban nem vizoldékonyak.

4. Beagyazas: a vizsgalando anyag folyékony beagyazoszerekkel torténd atitatasa és a bedgyazasra hasznalt kozeg
kikeményitése, azaz blokk eldallitasa. Ennek mechanikai tulajdonsagai mar lehet6vé teszik azt, hogy beldle
megfeleld vékonysagt, atvildgithaté preparatumot, metszetet készitsiink. Fagyasztott minta esetében a
beagyazoszer a sejtek, szovetek természetes kozege, azaz maga a viz, amely megfelel6 koriilmények kozott
lehiitve nem képez membranokat karosito jégkristalyokat.

5. Metszetkészités: a blokk felszeletelése a kiértékeléskor alkalmazott mikroszkop fajtajanak megfeleld vastagsagban.
A fagyasztott mintat is tudjuk metszeni.

6. Festés: a szovetelemek fény-, illetve elektronszorasbeli kiilonbségeinek ndvelése. A fénymikroszkopos metszeteket
ezutan lefedjiik, ami a hosszu eltarthatosagukat is biztositja. Ritkan az elkésziilt metszeteket festés nélkiil is
vizsgalhatjuk.

A mikrotechnikai eljaras kompromisszumok sorozata, mivel a vizsgaland6 anyag mindvégig olyan reagensekkel
keriil kozvetlen kontaktusba, amelyek valamilyen mdédon hatnak ra. Tokéletes, minden kivanalomnak megfeleld
rogzit6-, beagyazo- és viztelenitészerek nincsenek, ezért a végso cél érdekében az adott reagens néhany hatranyos
tulajdonsagaval mindig meg kell alkudnunk. Az egész eljarast a vizsgalat céljanak leginkabb megfeleléen kell
alakitanunk, s az egyes lépések megtervezésénél nélkiilozhetetlen a tapasztalati (irodalomban rogzitett) adatok
figyelembevétele.

A kovetkezd leirasunkban a fénymikroszképos szintii vizsgalatokhoz sziikséges alapvetd ismereteket mutatjuk
be. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy az itt emlitésre keriil6 vegyszerek és eljarasok nem feltétlen alkalmasak olyan
preparatumok készitésére, amelyeket a fénymikroszkopi felbontast meghalado, ultrastrukturalis szinten
(elektronmikroszkdppal) kell kiértékelni (1. miitermékkel kapcsolatos fenti megjegyzés). Az ez iranyu ismereteket
az Elektronmikroszkdpia cimi fejezetben foglaljuk Gssze.

A mintavétel és a rogzités néhany szabalya

Szdvettani mintavétel torténhet €16 emberbdl és allatbol, miitéti eljarasban (biopszia), vagy a halal beallta utan, a
tetem boncolasakor (autopszia). Az el6készité munkalatok és a miitét soran figyelniink kell arra, hogy az allatnak
feleslegesen ne okozzunk fajdalmat vagy kellemetlenséget. A minden kutatotol elvarhato empatian kiviil ez azért
is fontos, mert a rosszul tartott és nem kell6 gondossaggal megfogott, kezelt és taplalt allatokban stresszreakcid
léphet fel, ami szamos esetben torzithatja a minta értékelhetségét.

13

http://www.renderx.com/



render

Fénymikroszkopia

Figyelniink kell arra is, hogy a kivételre keriil szervet minél gyorsabban fixaljuk. A halal bealltaval, vagy az
adott szerv mikodésének megsziinte utan pl. megvaltozhat a mellékvesekéreg C-vitamin-tartalma, vagy egy
izomszovetben az egyes rostok ATP-és ATP-az-tartalma, illetve aktivitasa, a szénhidratok mennyisége stb.

A szerv eltavolitasanal ne fogjuk meg csipesszel magat a vizsgalando szervet (vagy ha ez elkeriilhetetlen, igen
ovatosan tegyiik), mert ezzel annak roncsolodasat okozhatjuk. Az a legjobb, ha a szerv koriili kotészovetnél vagy
az ereknél (1. felfﬁggesztések7) fogva mozgatjuk anyagunkat.

Ne fixaljunk a kelleténél nagyobb tomegii szovetet! Ha sziikséges, az adott szervbol igen éles eszkozzel vagjunk
ki egy megfelel6 nagysagu darabot, és ezt helyezziik a fixaloba. Ezzel megnyitjuk a szerv kotdszovetes tokjat,
amivel megkonnyitjiik a rogzitészer behatolasat.

Végiil iigyeljiink arra, hogy a rogzité mennyisége sokszorosan haladja meg a fixalt szerv térfogatat! Gondoljunk
arra, hogy ellenkez6 esetben a szovetmintabdl kiaramlo anyagok (pl. vér) jelentésen megvaltoztatjak a fixald oldat
Osszetételét és ezzel rontjak a rogzités mindségét (a rogzitdszer és a minta kélcsondsen hatnak egymasra).

A rogzitésnek a minta bomlasat megakadalyozo szerepén til még az is fontos sajatossaga, hogy megkeményiti a
szervet vagy a szervrészletet, és igy megkonnyiti a metszet készitését.

A rogzitéssel kapcsolatos tudnivalok

Rogzit6- vagy fixalészerek

Mar régoéta alkalmazott és ma is az egyik legjobb fixaldszer a formaldehid (formol, HCOH), amely a hangyasav
(acidum formicum) aldehidje. A mintaba gyorsan behatol6 és csak kevéssé zsugoritd formalint altalaban 4-5%-os
vizes oldatként alkalmazzuk. Az izotonids és pufferelt formalinban (neutralis formalin) a formalinoldathoz kalium-
dihidrogénfoszfat és dinatrium-hidrogénfoszfat keverékét tartalmazo puffert (1. Sérensen-puffer) adunk.

A rogzit6hdz adott pufferoldatok ugynevezett hordozé oldatok, amelyekkel az in vivo koriilményeket (pH,
iongsszetétel, ozmotikus viszonyok) igyeksziink utanozni, potolni (zsugorodas, kioldodas, anyagvesztés
megakadalyozasa). Alkalmazasuknak akkor van nagy jelentésége, amikor a vizsgalt komponensek (pl. fehérjék)
alakjanak és aktivitasanak megorzése elsddleges szempont (l. immunhisztokémia és enzimhisztokémia), vagy
kiértékelésiinket ultrastrukturalis szinten végezziik (1. elektronmikroszkopia).

Nagy elénye a formalinos rogzitésnek, hogy az optimalis rdgzitési id6t tullépve sem torténik baj, sét évekig,
évtizedekig formalinban tarolt anyagokbdl is jo mindségii fénymikroszkopos metszet készithetd.

Az elektronmikroszkopos mintak elokészitésére csak korlatozottan alkalmas, mivel az altala 1étrehozott
keresztkdtések reverzibilisek, azaz a rogzité kimosasakor jelentds résziik felbomlik (ultrastrukturalis szinten ez
anyagok elmozdulasat, kioldodasat teszi lehet6vé). A formaldehid tovabbi tulajdonsagaira az elektronmikroszkopos
technikak kapcsan tériink ki (1. késobb).

A formalin mérsékelten rakkeltd és egészségkarosito is, szaga szurods és kellemetlen. Ezt a vele valé munka soran
érdemes észben tartani.

Az alkohol ugyancsak jo rogzitOszer. Igen gyorsan penetral, rovid idén belill atjarja a szervet, viszont erételjes
vizelvono szer, ezért zsugoritja a mintat. Leggyakrabban e célra etanolt (CH;CH,OH, EtOH) alkalmazunk, de az
izopropil-alkohol is megfeleld.

Megjegyezziik, hogy a szévettani technikaban az alkohol volt az egyik elsé rogzitdszer, hasznalatat Johann Christian
Reil vezette be.

Rogzitékeverékek

Tokéletes rogzitdszer nincsen, ezért manapsag elsésorban rogzitdkeverékeket alkalmazunk. Ebben az egyes
komponensek elényds sajatossagai 0sszeadodnak, hatranyos tulajdonsagaik pedig mérséklddnek.

A testiiregekben a szerveket savos hartya altal képzett felfliggesztések rogzitik a helyiikon, illetve az ér- és az idegrendszer is ezeken keresztiil
éri el a célszerveit.
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A Bouin®-keverék, amely igen elterjedt és sz€p eredményt ado rogzitdszer, formalint, jégecetet (tomény ecetsav)
és pikrinsav-oldatot tartalmazo, az utobbi komponens miatt sarga szinii keverék. (Osszetétele: 71% telitett pikrinsav-
oldat, 24% tomény formalinoldat és 5% jégecet, készitését 1. a Fiiggelékben). Hatranya tobbek k6zott az, hogy a
pikrinsavat ki kell mosni a mintab6l, ami id6- és olddszerigényes. A metszetekben visszamaradt pikrinsav festodési
problémakat, egyenetlenségeket okoz. A rogzitészer kimosasa 80%-os alkohollal térténik, amit mindaddig cseréliink
a mintan, amig az alkohol mar nem sargul el (ez rovid id6kdzonkénti, sokszoros oldatcserét jelent). Alternativ
megoldasként valaszthatjuk azt a lehetdséget, hogy a blokkban bennmaradt pikrinsav maradékot a beagyazas utan,
a festés elott tavolitjuk el a metszetekbdl. Ez anyag- és id6takarékos megoldas.

A Carnoyg-keverék (60% etanol, 30% kloroform és 10%-nyi jégecet; készitését 1. a Fiiggelékben) valamennyi
komponense gyorsan penetral, igy a fixalasi id6 rovid, ami eldnyds lehet. Ugyanakkor zsugoritd hatasu. Ennek
ellenére egyes sejtalkotok, igy pl. a sejtmagvak struktiraja Carnoy-rdgzités utan nagyon szép. A rogzitészert 80%-
os alkohollal mossuk ki.

A rogzités maédjai

Egy adott szerv rogzitésekor nemcsak a fixalooldat dsszetételét, hanem a rogzités modjat is meg kell hataroznunk.
Alapvetden két modszer koziil valaszthatunk.

Az immerzids fixalas soran a helyérdl dvatosan kiemelt szervet a rogzitd tobbszoros térfogati oldataba meritjiik.
Gondoskodnunk kell arrél, hogy minden oldalrél rogzitdszer vegye koriil, azaz lehetdleg lebegjen a folyadéktérben,
de ne usszon annak felszinén. Egyes szervek esetében ez utdbbi elkeriilése a szerv leveg0 tartalmanak eltdvolitasat
igényli. Ha ez nem lehetséges (pl. egy tiid6 esetében), akkor egy nehéz, a rdgzitot tartalmazoé edény aljara siillyedd
targyhoz (pl. egy tivegdugdhoz) horgonyozhatjuk a szervet. A mintat lazdn gézlapba csomagoljuk, a gézlap cstcsait
0sszekotjiik, majd ehhez rogzitjiik megfeleld hosszlisagu cérnaval az iivegdugo6t.

Az immerzios fixalas elénye, hogy nem igényel kiilonosebb felszerelést. Hatranya, hogy a rogzitdoldat a rogzités
elérehaladtaval egyre lassabban hatol be a mintaba, hiszen a felszint egyre jobban fixalja, annak atjarhatésagat
ezzel 6bnmaga szamara is csokkenti. Szamolnunk kell tehat azzal, hogy a felszini rétegek jobb megtartastiak lesznek,
mint a minta belseje. Nagyon fontos tehat a rogzitendd szervdarabka méretének megfelelé megvalasztasa!

A masik eljaras a perflizios fixalas. Ennek soran a rogzit6t a talaltatott allat érrendszerébe juttatjuk, s annak
kozvetitésével ,,beliilrél” fixaljuk a szervet. Mivel szinte minden szerv tartalmaz ereket, az eljarast altalanosan
hasznalhatjuk.

Az adott allat érrendszerének ismeretében és a szerv helyzetétdl fliggen kivalasztunk egy megfeleld atméroji
artéridt, amelybe kaniilt vezetiink. Ha a fixaland6 szerv a nagy vérkorhoz tartozik, akkor — egér vagy patkany
esetében — a kaniilt legcélszeriibb a bal szivkamraba vezetni ugy, hogy annak hegye az aorta kezdetébe felérjen
(2.16. abra). A vénas rendszer megnyitasa utan fizioldgias sdoldattal atmossuk az ereket, majd a kimoso oldatot
lecseréljiik a fixalora. (Igy a rogzitett vér nem zarja el az ereket.) A folyadékok megfeleld sebességii aramoltatasardl
vagy a folyadéktartalyok adott magassagban valo elhelyezésével (gravitacidos mozgatas), vagy egy perisztaltikus
pumpa segitségével gondoskodhatunk. A megnyitott vénas rendszerbdl kicsopogé folyadékok szdmara elvezetést
biztositunk.

8 ejtsd: buen
? ejtsd: karnoa
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2.16. abra. Perfuzios fixalas vazlatrajza: az elaltatott allat mellkasat feltarjuk (A), a szivburkot felnyitjuk, a bal
kamran metszést ejtiink, amelyen keresztiil a kaniilt bevezetjiik az aortaba (B)

Az eljaras akkor vezet szép eredményhez, ha a munkat a tulaltatast kovetden azonnal megkezdjiik, lehetdleg akkor,
amikor az éllat szive még milkodik, s a keringése még nem allt le. A perfuziot kovetden a szervet évatosan
kiemeljiik a helyérdl. Bar kevésbé sériilékeny, mint a fixalas elétt, de a fentebb emlitett szabalyok betartasara
ekkor is sziikség van!

A perfuzios eljaras elonye, hogy a szervet annak helyén rogzitjiik, és azeldtt, miel6tt még hozzanyultunk volna.
Ezzel nagymértékben csokkenthetjiik a mechanikai roncsolasbdl adodd miitermékek képz6dését. Mivel a rogzitdszer
az érrendszer feldl érkezik a sejtekhez, s az érrendszer behalozza a szervet, a fixalas a szerv teljes teriiletén azonnal
megkezdddik, s nem kell szamolnunk a gyengébb penetraciobol adodo hatranyokkal (egyenetlen rogzités).

A Kkét eljarast kombinalhatjuk is: a perfazios rogzitést kovetden alkalmazhatunk immerzios utéfixalast. Ezt
kifejezetten ajanljuk akkor, ha ultrastrukturalis szinten vizsgalddunk (1. elektronmikroszkopia).

A rogzités homérséklete

Rutincélokra és gyors eredmény sziikségessége esetén kielégit a szobahémérsékleten végzett rdgzités.

Ha kiméletesebb eljarasra van sziikség (pl. elektronmikroszkdpos eljardsban vagy immunoldgiai modszer alkalmazéasa
el6tt), az immerzids rogzitést végezhetjiik 4°C-on is. Ez ugyan meghosszabbitja a rogzités idejét, de mivel lassitja

s

fixalokeveréket alkalmazva a minta hiitdszekrényben hosszabb ideig is eltarthat6 a ,,talfixalodas” veszélye nélkiil.

A megfeleld ideig rogzitett anyagbdl ezutan kimossuk a fixaloszert. Amennyiben a rogzitdkeverékben vizes
oldatok szerepeltek, a kimosas torténhet csapvizzel vagy 80%-os etanollal (fénymikroszképos minta készitésekor),
illetve a fixalo hordozo6oldataként alkalmazott pufferoldattal (fény- és elektronmikroszkdpos mintak esetében
egyarant).
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Metszetkészités beagyazas nélkul

Fagyaszté mikrotommal készitett metszetek

Ezzel az eszkozzel altalaban pufferelt formalinban fixalt szervekbdl szoktunk metszeteket késziteni. A vizsgalat
célja a gyors diagnoézis felallitdsa pl. mitétek kozben kivett (biopszids) anyagokbol. Alkalmazhatjuk olyan
komponensek kimutatasa soran is, amelyek a hagyomanyos, beagyazassal jaré eljarasok soran kioldodnak vagy
sériilnek: ilyenek pl. a lipidek (membranok, membranko6tdtt molekulak vizsgalata) és enzimek (1. hisztokémiai
eljarasok).

A modszer elénye a paraffinos beagyazott anyagokbol készitett metszetekkel (lasd alabb!) szemben az, hogy igen
rovid idon beliil hozzajuthatunk az eredményhez, a lipidek a metszetb6l nem oldodnak ki (1. viztelenités), és az
enzimek aktivitasa is kevésbé sériil, mint a paraffinos beagyazasi eljaras soran (itt a viztelenités és a magas
hémeérséklet okoz problémat).

Az eljaras hatranya, hogy ezzel a modszerrel nem lehet olyan vékony metszeteket késziteni, mint egy beagyazott
blokkbdl, és a festhetdség is korlatosabb.

A metszés elbtt a metszendd anyagbol lassan aramld vezetéki vizzel kimossuk a formalint, majd a szervet a
fagyaszto mikrotom targytartojara helyezziik, ami rendszerint egy Peltier' -elem. Ez az eszkz hészallitasra képes
felvezetokkel mikodo szerkezet, amely pl. fagyasztd mikrotom targyasztalkajardl a késziiléken ataramlé vizhez
vezeti el a hét, és ezzel a targyasztalt lehiiti, és az azon 1év6 szervet pedig megfagyasztja. A metszésre szant
anyaghoz kevés vizet adunk, igy a fagyasztast kovetéen a mintank jégbe fagy, mintegy beagyazodik. A viz a gyors
lehtitésnek kdszonhetden folyadék allapotban fagy meg, nem képez kristalyokat, igy nem roncsolja a sejteket.

Ezutan megkezdhetjiik a metszést. A késtartoba helyezett specialis, e célra készitett késsel a metszetvastagsagot
kb. 10-15 pm-re allitjuk, a kést kdzepes gyorsasaggal mozgatjuk. A metszés kdzben a kés mozgatasaval nem
szabad megallni.

A metszet altalaban felcstszik a kés feliiletére, ahonnét azt megnedvesitett ecsettel szedjiik le, majd pufferbe vagy
desztillalt vizbe helyezziik (1. 2.29. abra). Kelld szamt metszet dsszegyiijtése utan a metszeteket ecsettel rakjuk
tovabb a soron kovetkezd vegyszerbe vagy festékoldatba. Az eljaras végeztével a metszeteket targylemezre
helyezziik, majd pl. glicerinnel lecseppentve és fed6lemezzel lefedve vizsgaljuk (1. lefedés).

Ha tartés készitmény eldallitasa a cél, akkor felszallo alkoholsorozattal és xilollal vizteleniteniink kell. A viztelenitett
metszeteket targylemezre helyezziik, és kanadabalzsammal vagy valamilyen szintetikus lefedGszerrel és feddlemezzel
fedjtik (1. lefedés).

A fagyaszté mikrotom hasznalatakor egy mélyfagyasztott (kb. -25 °C) szervet metsziink egy szobahémérsékletii
késsel. A fennallo6 homérsékleti kiillonbségbdl adodoan kelld felbontast biztositdo vékony metszet csak nehezen
¢és bizonytalan eredménnyel készithetd. A problémat kriosztat hasznalataval kiiszobolhetjiik ki.

A kriosztat vagy kriotom

A kriosztat egy mélyhiitott térbe (azaz mélyhtitdpultba) helyezett mikrotom, amelyet az eszkoz oldalan elhelyezett
forgathato kerék és a kezel6panel gombjainak segitségével tudunk miikddtetni (2.17. abra). A kriosztatban a
metszendd anyag és a kés egyforma homérsékletii, igy jo rogzitést kovetden rutinszeriien készithetiink 5 pm
vastagsagi metszeteket is. A metszetek kezelése és a metszetkészités céljai megegyeznek a fagyaszté mikrotomnal
leirtakkal.

10 ejtsd: peltyié
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2.17. abra. Kriosztat: a berendezés kiils6 oldalai (A) és beépitett mikrotomja (B)

A vibratom vagy rezgokéses mikrotom

Az eszkoz nativ allapotu vagy fixalt anyagok metszésére szolgal. A metszendd anyagot pl. agaroz gélbe agyazzuk,
és igy ragasztjuk fel a targytartora, amely egy pufferrel vagy desztillalt vizzel megtoltott medencében foglal helyet,
a folyadékszint alatt (2.18. abra). A rezg6 kés altal levalasztott metszetek a folyadék tetején kisimulnak, festésig
itt gytjtjiik ossze Oket.

metszetvastagsig
allitd gomb
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2.18. abra. Vibratom: a késziilék kése egy Gilette-penge, amelynek befogojat egy rezgd karra erdsitették. A
metszend6 szervdarabka és a penge a folyadékszint alatt vannak, a metszetek a folyadék felszinére usznak fel

Az eljaras elonyei részben egyezdek a fagyasztd mikrotomos technikaknal leirtakkal, azaz nem kell a szovetmintat
vizteleniteni, a beagyazas soran kiilonb6z6 vegyszerekkel atitatni és meleg (56 °C-os) paraffinba agyazni. Ezért
az eljaras jol hasznalhatoé hisztokémiai reakcioknal, immunfestéseknél, azaz ott, ahol a molekuldk eredeti

s

A hatranyok is hasonloak a fagyaszté mikrotomos technikanal emlitettekkel, azaz a szabadon 1sz6 metszetek
kezelése kissé nehézkesebb, mintha azokat targylemezre ,,ragasztottuk” volna, illetve nem lehet olyan vékony
metszeteket késziteni, mint egy beagyazott blokk esetében.

Megjegyzendd azonban, hogy a neuroanatomusok elészeretettel hasznaljak, mivel az igy készitett vastagabb
metszetek alkalmasak arra, hogy egy idegsejt kapcsolatrendszerét attekintsiik, azaz kisebb neuronalis hal6zatokat
egyben vizsgaljunk. A vastagabb metszetben a mikroszkop mikrocsavarjanak hasznalataval (az élesség sikjanak
allitasaval) egy hatarig kovethetjiik az idegsejtek nytlvanyainak lefutasat, és meghatarozhatjuk esetleges
kapcsolataikat.

Metszetkészités beagyazassal

Ez aleggyakrabban alkalmazott szovettani technika, amellyel vékony, 3—10 um vastagsagi metszetek készithetok
egyenként és sorozatban is. A metszetek festésére, az egyes komponensek kimutatasara rendkiviil sokféle modszer
all rendelkezésiinkre. A metszetek korlatlan ideig tarolhatok, konnyen kezelhetok.

A beagyazas menete

A rdgzitdszer kimosasat kovetéen anyagunkat felszallo alkoholsorozatban (50%, 70%, 80%, 90%, 96%-o0s és
abszolut etanol) dehidraljuk. Elsésorban a beagyazandd anyag méreteitdl fligg, hogy mennyi ideig tartjuk
szovetmintankat ezekben az oldatokban. Ugyanakkor, ha a mintank tal sokaig van alkoholban, akkor tilzottan
megkeményedik, és metszése nehezebb lesz. Fontos, hogy az oldoszerek térfogata a beagyazando szerv térfogatanak
tobbszorose legyen, masképpen az alkoholok kihigulnak.

Siirgds munka esetén, a rutinvizsgalatokra szant mintaknal a viztelenitést elegendd 70%-os etanollal kezdeni. Ha
az iitemezés ugy kivanja (pl. munkasziineti napok miatt), a viztelenitési eljardsba hosszabb ,, pihenot” is beiktathatunk,
de a mintat csak a 70-80%-o0s alkoholban hagyhatjuk tobb napig allni.

Az utolsd, vizmentes etanolbol anyagunkat tobbszor valtott benzolba, toluolba vagy metilbenzoat-celloidin
keverékbe helyezziik at. Minden egyes attételnél az el6z6 oldoszer maradvanyait roviden leitatjuk. A fent emlitett
szerek ugynevezett intermedierek, ami azt jelenti, hogy az abszolut alkohollal és a bedgyazdszerrel is
problémamentesen elegyednek. Amennyiben a viztelenités nem sikeriilt és az anyagban viz maradt, akkor az
intermedier kissé megzavarosodik. A kezelések idejét elsGsorban a szervdarabka mérete hatarozza meg. A leirasokban
ajanlott idoket érdemes pontosan betartani, hiszen ezen 1épésekkel az a célunk, hogy az intermedier a mintat
tokéletesen atitassa. Ugyanakkor az id6 talfutasa az anyagot nagyon megkeményitheti (2.19. abra).

R S
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2.19. dbra. Intermedierrel atitatott mintak (bal oldalon gyomor, jobb oldalon feldarabolt foldigiliszta; a bal oldali
szervet Bouin-fixaloval rogzitettiik, s a viztelenités el6tt nem tavolitottuk el teljes mértékben a pikrinsavat, aminek
egy része beoldddott az intermedierbe)

A beagyazészerek alkalmasak arra, hogy a mintat folyékony allapotukban atitassak, s megszilardulva annak
metszéséhez megfeleld tamasztékot adjanak. Ezek olyan anyagok tehat, amelyek magasabb hoémérsékleten
megolvadnak, azaz folyadékok, lehlitve pedig megdermednek. A jé beagyazoszerrel szemben kévetelmény, hogy
megdermedéskor ne valtozzon a térfoga, azaz ne okozzon torzulast, s ne 1épjen reakcidba a szdvettel.

Régebben az altalanosan hasznalt beagyazoszer a méhviasszal kevert paraffin volt: a méhviasz lagyitotta az
onmagaban rideg, torékeny paraffint. A laza szerkezetii szovetek azonban gyakran zsugorodnak a paraffin
olvadaspontja (5456 °C) koriili hémérsékleten, s ennek kikiiszobolésére késobb azt celloidinnel keverték (1. az
intermedierek kozott a metilbenzoat-celloidin keveréket). (Ha csak celloidinbe agyaznank a vizsgalandd anyagot,
akkor nem tudnank olyan vékony metszeteket késziteni, mint a paraffinos keverék esetén“.)

Ma mar a paraffin helyett szintetikus utdnzatokat hasznalnak, mint amilyen a Paraplastlz. Mivel lényegileg
paraffin, a koznapi szohasznalatban gyakran nevezik paraffinnak (a két elnevezés csereszabatos).

A rutineljaras soran a beagyazast tehat 56°C-os termosztatban végezziik. Az intermedierbdl kivett szervet — a
megfeleld id6k betartasaval —az intermedier—beagyazészer 2:1, majd 1:1, és végiil 1:2 aranyu keverékébe
tessziik, s a termosztatban tartjuk.

Ezutan a mintat meleg, termosztatban tartott csipesszel a tiszta beagyazdszert tartalmazo edénybe helyezziik. Ez
az Un. 1. szdmu, mas néven eloparaffin/eloparaplaszt. A mintdban még jelenlévd intermedier kidramlik a
beagyazoszerbe, azaz eltavozik a szervbél. A masodik, un. kiontéparaffinba/paraplasztba igy mar olyan anyag
kertil, amely nyomokban sem tartalmaz intermediert (2.20. abra).

imtermedier-beagyazdszer keverékek

beagyazdszer (kibntd paraplaszt)

2.20. abra. A beagyazashoz termosztatban el6készitett oldatok és eszk6zok

Amennyiben visszagondolunk a leirtakra, akkor lathatjuk, hogy az eljaras soran a mintaban 1évé vizet vagy vizes
oldatokat fokozatosan alkoholra, majd az alkoholt intermedierre, végiil az intermediert beagyazoszerre cseréltiik
ki. A végeredmény egy olyan szerv, illetve szervrészlet, amelynek minden kis tere kit61tddott a beagyazoszerrel.

A még olvadt kiontdparaffinban 1év6 szervet meleg csipesszel eligazitjuk, a késobbi metszésre gondolva kelld
helyzetbe allitjuk (orientaljuk) azért, hogy a metszés sikjat egyértelmiien meg tudjuk hatarozni. Ezutan az edényt
kiemeljiik a termosztatbol, és jégkockas vizfiirddben, vagy mélyhiitépultban gyorsan lehiitjiik, megdermesztjiik.
A megolvasztott kiont6paraffint célszerti olyan milanyag sablonokban, vagy porcelancsészében tartani, amelyekbdl
majd a fagyott, dermedt paraffinblokkot konnyedén el lehet tavolitani. A hiités hatasara a paraplasztblokk felszine
elvalik a kiont6formatol, igy abbol konnyen kiiitogethetd. A kiesett formabol a felesleget le kell faragni, hiszen
a beagyazott anyag valahol annak belsejében van. Gyakori, hogy egy kiont6formaba egyidejiileg tobb mintat is
beagyazunk, igy ezeket most 6nalld blokkokka kell alakitanunk. A beagyazoszer feleslegét késsel vagy szikével
tavolithatjuk el Ggy, hogy kozben a szervdarabkat magéaba foglaloé anyagbol hasabot formalunk. Ez a beagyazott
mintat tartalmazo blokk.

WEz is egy példa arra, hogy a mintaelékészités soran kompromisszumokra van sziikség.
12 ejtsd: paraplaszt
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Végezetiil a paraffinblokkot olvadt paraffincseppel felragasztjuk egy fakockara (2.21. abra), amit ezutan befoghatunk
a mikrotom targybefogojaba. Ezzel anyagunk metszésre készen 4ll.

bedgyazott szervek

2.21. abra. Fakockara ragasztott paraplasztblokkok: a bal oldali blokk felszinén latszik, hogy ebbdl mar metszet
is késziilt (a szervek Bouin-fixalobol visszamaradt pikrinsav miatt sargak)

Automatizalt beagyazas

Ahol nagy mennyiségii mintat kell feldolgozni, és fontos a gyorsasag is (l. diagnosztika), ott a viztelenitést és a
bedgyazast automata vagy félautomata gépekkel végzik.

A vizgtelenitéberendezésekben olyan tartalyok helyezhetdk el, amelyekben nagy mennyiségii minta kezelheté
egyszerre (2.22. abra). Annak érdekében, hogy ezeket meg lehessen kiilonboztetni, a szervdarabokat (biopszids
mintakat) kis kazettakba helyezik, amelyekre az azonosito adataikat is rairjak (2.23. abra). A kazettakat kosarakba
teszik, majd ezt az elsé tartalyba helyezik. A gépek programozhatok, a mintatarto kosarakat automatikusan téltik
fel a viztelenités sordan hasznalt oldatokkal, s megadott idé elteltével onalloan helyezik at azokat egyik tartalybol
a masikba. A sor végeén a tiszta beagyazoszerrel feltoltott tartaly all, amelybdl az azzal atitatott szerveket tartalmazo
kazettakat kiveszik és termosztatba helyezik.

2.22. abra. Viztelenitéautomatak: régebbi (A) és ujabb (B) tipus

A bedagyazas itt is kézi munka. A bedagyazogépekben van egy folyékony bedgyazoszert tartalmazo tartaly, amelybdl
egy kis csap 16g a munkateriilet folé. A csapot gombnyomdssal kinyitjuk, s egy megfeleld méretii, fém beagyazotalkat
félig megtoltiink beagyazoszerrel. A mintatarto kazettat felnyitjuk, a tetejét eldobjuk, majd a szervdarabkat csipesszel
ovatosan atemeljiik a folyékony bedgyazdszerbe. Ekkor van lehetéség a minta orientdldsara, amit csipesszel
végziink. Ezutan a mintatarto kazetta azonosito adatokat hordozo aljat raforditjuk a fém beagyazotalkara, azaz a
mintara, s teljesen feltoltjiik a kis talkat a beagyazoszerrel.
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2.23. abra. Beagyazogép munkapadja: a beagyazas kezdetén a fém bedgyazotalka félig viztiszta beagyazdszerrel
toltott, s éppen a minta kazettabdl vald kiemelését 1atjuk

A kész blokkot a gép munkapadjan kialakitott hiitétt feliiletre helyezziik, ahol az hirtelen lehiil, igy a blokk a
fémtalkabol konnyen kifordithatova valik. A kész, beagyazott blokk azonosithato, hiszen az egyik oldalan ottmarad
az azonosito jeleket hordozo félkazetta (2.24. abra). Mivel ez nagyobb, mint a fémtalka, alkalmas arra is, hogy a
Jfakocka szerepét betéltse, azaz rogzitheto egy mikrotom blokkbefogojaba (2.25. és 2.26.dbra). A féemtalka leemelése
utan a kazettat a talpdra allitva lathato, hogy ebben az esetben nincs sziikség a blokk befaragdsara, mivel a
beagyazott minta a talka alakjanak megfelelé csonka piramis belsejében van.

szervdarabok

a beagyazd kazetta alsé nésze

2.24. abra. Automata géppel bedgyazott mintak: a blokkok aljan a mintatart6 kazetta alja lathatd (az azonosit6szamok
a hatso oldalon), a tetejiikon a mintakat magukba foglalo, a fémtalka alakjanak megfeleld kiemelkedések (a fekete
jelolések utdlag megjeldlt mintak)

A mikrotomok és a metszés

A mikrotomok fény- és elektronmikroszkopos vizsgélatokra alkalmas metszetek készitésére kifejlesztett eszk6zok.

Az elsé mikrotomot Purkinjel3, kivalo cseh tudos alkalmazta még a XIX. szazadban. Ez idé eldtt a kutatok altalaban
alkoholban keményitett anyagot metszettek az akkori idok legélesebb eszkézeivel, borotvikkal. Ezek a metszetek
valtozo vastagsaguak és mindségiiek voltak. A mikrotomok bevezetésével a metszetkészitésnek ez a mozzanata
oriasit javult, ezzel egyiitt és ezért is megindult a festési eljarasokat forradalmasito kutatas is. Az elsd sorozatban
gyartott mikrotomokat a Reichert cég készitette Ausztriaban.

A mikrotom két alapvaltozata a szanka- és a kerekes (Minot-féle) mikrotom. Mig a fénymikroszképos
vizsgalatokra beagyazott, 3-10 pm vastagsagi metszetek készitésére mindkét tipust hasznaljak, addig az
elektronmikroszkopos technikaban, az un. ultravékony metszetek készitésére csak az utdbbi tipus terjedt el (1.

BL. Purkinje-sejt a kisagyban.
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ultramikrotom). A paraplasztos metszetek kézzel is készithetok, az ultravékony metszetek készitése azonban mar
automatizalast igényel.

A szankamikrotom

Ennek a mikrotomnak az also részében egy igen simara megmunkalt és olajozott, hosszukas csiszofeliilet van.
Az ebbe illeszkedd szanka ezen a feliileten cstiszik el. A szanka a raszerelt késtartéval egyiitt fogantytijan keresztiil
mozgathat6 (2.25.A abra). Az also részre van felszerelve a fakockara felragasztott paraffinblokk befogasara
alkalmas targytarto, amelyhez mikronnyi 1éptékkel miikodé emeldszerkezet tartozik (2.25.A—C abra). Amikor
a szankat alaphelyzetbe, azaz magunktol {itkozésig eltoljuk, az emeldszerkezet a targytartdt a beallitott mértékben
és értékkel megemeli (2.25.C abra). A szanka magunk felé huizasaval a kés a paraffinblokkba hatolva elkésziti a
metszetet.

e

blokkbefoad

2.25. abra. Szankamikrotom: a kés mozgatasanak iranyat a metszet lehtizasa kozben a B abran piros nyil jelzi
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A kerekes vagy rotaciés mikrotom

A szankamikrotommal ellentétben ezekben a berendezésekben a kés all, és a targytarté mozog a hozza rogzitett
blokkal egyiitt. A metszés soran egy kerék hajtasaval idézziik el0 a targytarto le és felfelé torténd mozgasat, és igy
készitjiik a metszeteket (2.26. dbra). Ez a mikrotomtipus kiilondsen alkalmas sorozatmetszetek készitésére, de csak
akkor, ha a beagyazasunk jol sikeriilt.

2.26. abra. Modern kerekes mikrotom: a késbefogd még iires, de a blokkot mar rogzitették a metszéshez: utobbin
latszik, hogy automataval végzett beagyazas soran késziilt, hiszen a blokkbefogdba a mintatartd kazetta alja rogziil
(az A abran lathato, hogy a késbefogo felénk nézo oldalan beosztas van, tehat az donthetd)

A mikrotomokhoz hasznalt kések (mikrotomkések) élei kiilonb6zo kialakitasuak — annak megfelelden valasztunk
koziiliik, hogy milyen tulajdonsagu blokkot (beagyazott anyagot) kell metszeniink (2.27. abra).
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2.27. abra. Mikrotomkések kiilonboz6 késprofiljai

A mikrotomkéseket a szamukra gyartott dobozban tartjuk (2.28.A édbra), s csak a metszés idejére vessziik eld.
Rendkiviil élesek, nagyon komoly sériilést okozhatnak! A veliik valo mindenfajta tevékenység nagy figyelmet
igényel!

A metszés soran a kések éle kopik, illetve sériil, ami a metszetek roncsolodasahoz vezet. Ha azt tapasztaljuk, hogy
a kés csikot huiz a metszeten, akkor azt ujra kell éleztetni (2.51. abra). Ezt a feladatot csak erre képzett szakemberre
bizzuk!

Manapsag altalaban cserélhet6é pengékkel dolgozunk, amelyeket egy mikrotomkést utdnzo befogdba rogzitiink,
igy az gond nélkiil beilleszthetd a mikrotom késbefogojaba (2.26. dbra). Amikor ez a penge tonkrement, lecseréljiik.
A blokkok mechanikai tulajdonsagainak megfelelden kiilonbz6 pengék kaphatok, igy valaszthatunk a kemény,
a kozepesen kemény és a 1agy blokkok (anyagok) metszésére ajanlott pengék koziil.

A

soron kivetkezd penge”

c -

cserélhetd penge

2.28. abra. Mikrotomkések (A, C) és cserélhetd pengék (B, D): mikrotomkés dobozban (A) és szabadon (C),
cserélhetd pengék adagolodobozban (B), és egy cseré¢lhetd penge a hozza tartozo, kést utanzo befogdban (D)

A metszés kivitelezése hasonld ahhoz, amit a fagyaszté mikrotomos metszésnél mar leirtunk. A blokkot a kés
sikjahoz igazitjuk a beallitocsavarok és szoritok segitségével, s ellendrizziik, hogy a metszend6 anyag felszine a
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kés pengéjével parhuzamosan all-e. A késsel 6vatosan kozelitjiikk meg a blokkot, majd egy nem gyors, de hatarozott
mozdulattal, megallas nélkiil lemetssziik az anyagot. Ha az els6 metszet nem tartalmazza az egész blokkot, akkor
igazitunk a blokk pozicidjan. Az anyag mechanikai tulajdonsagainak megfelel6en allithatunk a kés ddlésszogén
is (2.26.A abra).

A metszet rendszerint felcstszik a kés felszinére. Ezt célszerli a metszet lehtizasa kdzben finom, megnedvesitett
ecsettel segiteniink (2.29. abra).

2.29. abra. Metszés kdzben a metszet felcsuszik a kés felszinére, ahonnan ecsettel lehet 6vatosan leemelni

A kés felszinérol leemelt metszetet ezutan annak tapadasat noveld anyaggal, pl. tojasfehérje glicerinnel bekent,
vagy polilizinnel14 bevont targylemezre cseppentett desztillalt vizre helyezziik. Ezen a metszet kiteriil, de kisebb-
nagyobb gylrédések még maradhatnak benne. Ezért a targylemezt egy kb. 30 °C-os melegitdlapra helyezziik, ahol
a metszet gylirddései kisimulnak, egyben a viz elparolog, a metszet pedig rogziil a targylemez feliiletére (2.30.
abra).

2.30. abra. Az elkésziilt metszetek melegitdasztalon szaradnak

Amikor sorozatmetszeteket kell késziteni, azaz egy targylemezre tobb egymast kovetd metszetet is fel kell vinni,
akkor az egymads utan lemetszett metszeteket nem valasztjuk szét. Ezek szomszédos éliikkel 0sszetapadnak, igy
egy egységben le is emelhet6k a késrdl (2.31. abra).

A polilizin fehérje polimer, amely nagyon sok pozitiv toltést hordoz, bevonata segiti a metszetek megtapadasat.
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2.31. abra. Osszetapadt sorozatmetszetek a kés felszinén

Kisimitasukhoz vizflirdét hasznalunk: a meleg viz tetejére helyezett metszetek adott idén beliil szépen kinyijtoznak.
Targylemezre Ggy telepithetdk, hogy a lemezzel aldjuk nyalunk, az egyik sorvégi metszetet ecsettel a targylemezhez
szoritjuk, majd a sorozatot 6vatosan kiemeljiik a vizbdl (2.32. abra).

2.32. abra. A sorozatmetszetek vizfiirdd segitségével huzhatok fel egy targylemezre

Az azonosithatésag miatt fontos, hogy koddal vagy irdssal minden egyes targylemezt megjeldljiink. Az adatoknak
tartalmazniuk kell azt, hogy a targylemezen milyen szervek miféle metszetei (metszési sik) talalhatdk, esetleg
datummal egyiitt. A manapsag forgalomban 1év6 targylemezeken — a lemez egyik végén — maratassal erre megfeleld
helyet alakitanak ki. Arra azonban figyeljiink, hogy olyan iroszert hasznaljunk (pl. gyémant hegy( ceruza),
aminek nyomat a kés6bbi (alkoholos) kezelések nem mossék le , illetve hogy a targylemeznek a metszettel azonos
oldalara irjunk (ezzel megelézhetjiik a metszet letorlését akkor, amikor az szabad szemmel nem lathato)!

Metszeteinket a szaritast kovetden lehetbleg szamozott helyekkel rendelkezé metszettarté dobozokba helyezziik,
és festésig itt tartjuk dket, nehogy beporosodjanak.

A szovettani metszetek festése

A szdvettani festékek olyan anyagok, amelyek kiilonb6z6 mértékben kotédnek a sejtek, illetve szovetek egyes
komponenseihez. Vannak kozottiik olyanok, amelyek a szovetek szinte minden eleméhez ktédnek, igaz, nem
azonos intenzitassal jelolik azokat. Az ilyen festékeket altaldnos tajékozodasra hasznalhatjuk. A festékek masik
csoportja specifikusan csak egy-egy Osszetevohoz kotédik, igy annak kimutatasara hasznalhatjuk.
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Altalaban nem egy, hanem tobb festékkel festink egy metszetet. A festékeket hasznalhatjuk keverékben
(anilinkék+orange-G az Azan-festésben) vagy egymas utan (pl. hematoxilin-eozin festés).

A festék mutathatja a sajat szinét: a jelenség neve ortokromazia. El6fordulhat azonban, hogy mas szinben latjuk
viszont a metszeten: ez a metakromazia (pl. az anilinkék kék szin helyett zoldre festi a rugalmas rostokat).

A festés tipusa lehet progressziv, amikor a festodést a festés idejével szabalyozzuk. A regressziv festés esetében
a festékkel tulfestjitk a metszetet, azaz azt telitjiik vele, majd utdna a nem kotédo felesleget egy megfelel6 oldoszerrel
kimossuk, eltavolitjuk.

A szdvettani metszetek festése e célra szolgald sima vagy (a targylemezek Osszetapadasanak megakadalyozasa
miatt) bordazott belsd feliiletii ivegedényekben, tgynevezett kiivettakban torténik (2.33. abra). A festendd
metszetek szamanak és a rendelkezésre allo oldatok mennyiségének megfeleléen valasztunk koziiliik. Barmelyiket
hasznaljuk is, mindig figyeljiink arra, hogy az egymas mellé allitott targylemezeknek az azonos oldalan legyenek
a metszetek (azonos orientacio), illetve hogy az igy sorakozo, szomszédos lemezek ne tapadjanak Gssze!

2.33. abra. All6 és fekvé iiveg, valamint tirgylemeztart6 betéttel rendelkezé miianyag kiivetta

A hematoxilin-eozin festés

Ez a legrégebbi szovettani festési eljarasok egyike, egyben a legjobb és a legszélesebb korben hasznalt modszer,
mivel teljes attekintést ad a metszetr6l. Tobb valtozata ismert (1. Fliggelék). Az eljarassal kitlinéen festddnek a
sejtmagvak ¢€s a citoplazma, és szdmos granuléci6 is feltinik. Valamennyi altalanosan hasznalt rogzitdszer utdn
alkalmazhato.

A paraffinos metszeteket els6 1épésként kétszer valtott xilolban deparaffinaljuk, majd leszall6 alkoholsorozatban
(abszolut etanol, 96%, 90%, 80%, 70%, 50%-o0s etanol) egészen desztillalt vizig vissziik el. A desztillalt vizes
kiivettabdl alkoholos, kissé savanyitott hematoxilin (haematoxylin) oldatba tessziik at metszetiinket, amivel
magfestést végziink.

A hematoxilint a bérzsényfa vagy kékfa (Haematoxylum compechianum) nevii ndvenybdl dllitjak els. A
mikrotechnikaban az oldatnak tobb valtozata is ismert (pl. hemalaun, vas-hematoxilin), amelyek alapvetéen a
festékanyaghoz kevert fémsokban (aluminium vagy vas) térnek el egymastol 15 (I. Fiiggelék). A metszeten adott
sziniikben és esetleg a festés jellegében is eltérdek (1. pl. vas-hematoxilin, 2.34. és 2.35. dbra).

15 A hematoxilint oxidlni kell, ezért keverik fémsokkal.
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2.34. abra. Vas-hematoxilinnel festett metszet: hamréteg (A) és harantcsikolt vazizomszovet (B)

A festés utan a metszetiinkbdl desztillalt vizzel kimossuk a felesleges festéket, majd kiivettaval egyiitt rovid idére
csapvizbe helyezziik. A csapvizben 1év0 szervetlen anyagok hatasara a sejtmagvak szép kékeslilara szinezodnek.

Ezutan Gjabb desztillalt vizes 6blités, majd eozinfestés kovetkezik. Az eozint vizben és alkoholban is oldhatjuk.
A keramikusok altal is gyakran hasznalt eozin (eosin, magyarul: hajnalpir) a citoplazmat pirosas szinben tiinteti
fel, de kotédik az extracellularis térben 1évo kollagénhez is. A felesleges festéket az alkalmazott eljarastol fiiggden
vagy desztillalt vizzel, vagy alkohollal kimossuk (a hasznalt oldat tipusa attol fiigg, hogy az eozint vizes vagy
alkoholos oldatként hasznaltuk-e), végiil felszallo alkoholsorozatban viztelenitiink. Ezutan kétszer valtott xilol
kovetkezik, majd a metszetet a kiivettabol kivéve kanadabalzsammal, vagy valamilyen szintetikus lefedészerrel
¢és feddlemezzel lefed;jiik (2.35. abra). (Részletes eljarast a Fliggelékben kozliink.)

P e [N
e

2.35. abra. A hematoxilin-eozin festés végeredménye: a sejtmagok lilaskékek, a citoplazma és a sejtkozotti allomany
komponensei rézsaszinek-pirosak (emlds tiido, bronchiolus)

Megjegyezziik, hogy mindkét festék altalanos festék, azaz a sejtmagokhoz és a citoplazmahoz is kétédnek. Ha
megnézzik a metszetet a hematoxilinfestés utan, vagy csak eozinnal festjiik meg, akkor ez nyilvanvalo. A két
festék kombinacidja azonban mégis egymast kiegészit képet ad: a hematoxilin a nukleinsavakban (sejtmagok,
DER), az eozin pedig a fehérjékben gazdag teriileteket jeldli jobban (2.36. dbra).
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2.36. abra. Parhuzamos metszetek festddése hematoxilinnal (A), eozinnal (B) és a két festék egyiittes alkalmazasaval
(C) (eml6s, izmos falu kisartéria)

Az eozinofil kifejezés azt jelenti, hogy az adott struktura er6sen koti az eozint: ez arra utal, hogy fehérjében gazdag.
Minél nagyobb tehat egy sejt citoplazmajanak fehérjetartalma, annal intenzivebben festddik eozinnal. Forditva,
ha egy sejt citoplazmatere alig tartalmaz fehérjét, akkor az a sejt alig festdik, a mikroszkopban ezért vilagosnak
latjuk. A jelenség jol lathato, ha pl. fehérje- és nyalkatermeld mirigysejtek allomanyat hasonlitjuk ossze (2.37.
abra).

2.37. abra. Osszetett nyalmirigy részlete: a sotétebben fest6dd sejtek fehérjetartalmu, a vilagos citoplazmajtiak
pedig nyalkatartalmt valadékot halmoznak fel a citoplazméjukban (a metszeten miitermékképzddés is lathato, pl.
szakadasok formajaban)

Az Azan-festés

Az Azan egy rovidités, és a festék két f6 komponensére: az azokarminra és az anilinkékre utal.
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A modszer élénk kék szinben tiinteti fel a kotoszoveti alapallomanyt ¢és a kollagénrostokat, valamint egyes
nyalkaanyagokat (ezekhez az anilinkék ko6tddik), tovabba rozsaszinre festi a sejtek citoplazmajat és vorosre a
sejtmagvakat (ez utobbiakat az azokarmin festi, 2.38. abra).

A festés soran még egy harmadik festéket is alkalmaz(hat)unk: ekkor a festést trikrém (harom szinnel Valél6)
festésnek nevezziik. Az Azan-festés esetében a leggyakrabban ez az orange-G festékoldat, amelyet az anilinkékkel
keveriink dssze (a keverék neve Mallory-oldat). Az orange-G narancssargara festi az eml6sok vorovértestjeit.

A dehidralas Iépéseit nem ismételjiik meg, a tobbi vegyszeres kezelés attekintése és a 1épések magyarazata
meghaladja ezen anyag kereteit (1. Fliggelék). Az azonban megjegyzendd, hogy ez a festés kotészoveti allomanyok
altalanos kimutatasara hasznalatos.

2.38. abra. Azan-festés eredménye: a kdtdszovet és a porcszovet kék, a sejtmagok vordsek, a sejtek citoplazmaja
piros (torpeharcsa kopoltytja, kopoltytilemez a kopoltytisugarral)

A toluidinkék festés

Ez egy egyszerii, de hasznos festési modszer, amelyet formalinban végzett fixalast kovetéen alkalmazunk. A
festékoldat toluidinkéket tartalmazo alkoholos oldat. A metszet festddése sokszor metakromazidat mutat, ami egy
porcszovet esetében azt jelenti, hogy az interterritoridlis allomany zoldeskék, a porcudvarok mélykékek, a porcsejtek
lilaskékek lesznek, azaz a festédott részek szine eltér a festék szinétol. Az eljaras jol hasznalhato fejlodestani
metszetek festésére, porcok feltiintetésére, a porcszerkezet tanulmanyozasara és félvékony metszetek festésere (I.
elektronmikroszkopia).

A Golgi-festés, Golgi-impregnacio

Louis Ranvier vezette be az eziistsok alkalmazasat a szvettanba, és Camillo Golgi volt az, aki az els6é olyan
modszert dolgozta ki, amellyel az idegsejteket nytlvanyrendszereikkel egyiitt lehetett feltlintetni. A rola elnevezett
Golgi-impregnacionak oriasi jelent6sége volt, Golgi Nobel-dijat kapott Santiago Ramén y Cajallal egyiitt, 1906-
ban. A Golgi-moddszernek szamos modositasa ismeretes, pl. a Cajal-féle. Golgi sajat modszerét fekete reakcionak
(olaszul: reazione nera) nevezte.

A szbvetdarabot formalinos fixalast kovetden vizes kalium-dikromat-oldatban tartjuk, majd ebbdl az oldatbol
kivéve a mintat leitatjuk és vizes eziist-nitrat-oldatba helyezziik. Ezt kovetden az anyagbdl kb. 20 pm vastagsagi
és nem nagy feliiletli metszeteket készitliink. A metszeteket etanollal dehidraljuk, felderitjiik, azaz atlatszova
tessziik, majd lefedjiik és vizsgaljuk. Az eljarasban az idegsejtek felszinére eziist-kromat csapadék, illetve
kristalyok valnak ki, amelyektdl a neuronok teljes nyilvanyrendszere feketésbarna szinnel rajzolodik ki. A
hattér is barna lesz (2.39. abra).

16 A festddés nem feltétlen haromszinii, az esetleges metakromazia miatt tovabbi szinek is megjelenhetnek.
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2.39. abra. Golgi-impregnacioval festett idegszovet (oldalsé térdes test, corpus geniculatum laterale, CGL)
Egyszeri idegrostfestési eljaras

Az alabbiakban a legegyszerlibb rostkotegfestési eljarast irjuk le. Formalinos fixalast kdvetden az idegszovetbdl
fagyaszté mikrotommal 20-25 pm vastagsagli metszeteket készitiink, majd ezeket desztillalt vizes kimosast
kovetéen ozmium-tetroxid (O,0,4) oldatba helyezziik, egészen addig, amig a metszetek kdzép-dohdnybarnara
szinez6dnek. A barnas szinezddést az ozmium redukcidja okozza. Ezutan a felesleges ozmium-tetroxidot kimossuk,
a metszeteket dehidraljuk, xilolban kezeljiik, végiil targylemezre hiizzuk dket, lefedd anyagot cseppentiink rajuk,
és eligazitasukat kdvetden fedélemezzel fedjiik.

Egy hagyomanyos méretii targylemeznél nagyobb agyrészbdl is készithetiink metszeteket, de ilyenkor nagyobb
feliiletli targylemezt és feddlemezt kell alkalmaznunk. A festést kovetden a metszetek teljes feliilete barna lesz, de
a rostkotegek és palyak (pl. a corpus callosum, a fornix, a commissura anterior, a tractus olivocerebellaris”)
feketésbarna szinnel tlinnek el6. Kiilonb6z6 sejtcsoportok (pl. az oliva inferior, vagy a kozépagy substantia nigra
nevl magja) is jol el6tiinnek (2.40. abra). A kisebb sejttesttel rendelkez6 neuronok nem jelolédnek kelldképpen.
A moddszer természetesen nem alkalmas egy-egy konkrét palya szelektiv festésére; ehhez kisérletes modszerekre
van sziikséglink, de jol alkalmazhat6 az agytorzs struktirdinak tanulmanyozasara és bemutatasara.

V. agykamra

oliva

inferior

2.40. abra. Idegrostfestési eljaras végeredménye emberi nyultveld metszeten: a rostok feketés-barnak, kdzottiik
az idegsejtcsoportok (magok, 1. oliva inferior) vilagosabb teriiletek

171. anatomiai tanulmanyok
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A Luxol Fast blue-krezilibolya festés

Formalinban tortént fixalast kovetéen az idegrendszeri mintat paraffinba agyazzuk, majd 5-7 pum vastagsaga
metszeteket készitlink. Deparaffinalast és hidratalast kovetden — ez utdbbival csak a 96%-os etanolig megyiink el
— anyagunkat meleg (56 °C-os) termosztatban Luxol Fast blue oldatban festjiik, majd a felesleges festéket 96%-
os etanollal kimossuk (regressziv festés). Egy litium-szulfatos és alkoholos kezelés kovetkezik, majd ezutan
mikroszkop alatt megvizsgaljuk készitményiinket. Ha a veldallomany (fehérallomany) erésen kéklik, a kéreg
viszont halvanykék, és ha a két rész kdzott a hatar éles, akkor jol dolgoztunk.

Ezutan kovetkezik a krezilibolya festés, majd metszetlinket dehidraljuk és lefedjiik (részletesen 1. Fliggelék). A
rostok kék, illetve zoldes szintiek, a sejtek lilaskékek. A modszer igen szE&p és szabatos attekintést nyujt az idegszdvet
struktarajarol (2.41. abra).
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2.41. abra. Luxol Fast blue-krezilibolya festés eredménye: az idegsejtek perikarionjainak sejtmagja, magvacskaja,
a citoplazma szemcsézettsége (Nissl-rogok), a vastagabb nyulvanyok €s a glia sejtek rozsaszin-lilas sziniik miatt
jol elkiilonithet6k a kék veldhiivelyes rostoktol (agytdrzs)

Hisztokémiai eljarasok

Amikor a sejtek, szovetek valamilyen makromolekularis 6sszetevojét szeretnénk kimutatni, akkor azt azok jellege
alapjan valasztott hisztokémiai eljarasokkal tehetjiilk meg. A hiszto- vagy szovetkémia célja a sejtek, szovetek
kémiai felépitésének és az alkotoelemek lokalizacidjanak feltarasa. (Amennyiben ez kizarolag a sejt szintjére
vonatkoztatott, a cito- vagy sejtkémiai elnevezést hasznaljuk.)

A hisztokémiai reakciok alapja mindig egy olyan kémiai vagy biokémiai reakcid, amely alkalmas a makromolekulak
vagy funkciodik azonositasara. Az atalakitasok akar tobblépéses reakcidsorok is lehetnek, amelyek mechanizmusa
részben vagy egészben feltart. Az eredmények altalaban kvalitativ (minéségi), ritkabban kvantitativ (mennyiségi)
jellegiiek.

A sziikebb értelemben vett, vagy mas néven leiré hisztokémian a sejtek, szovetek makromolekulait (fehérjék,
poliszacharidok, nukleinsavak, lipidek), illetve anorganikus alkotoelemeit kdzvetleniil kimutatd, direkt eljarasokat
értjiik.

Ezzel szemben a funkcionalis hisztokémia a sejtek és szovetek miikddésérol, a benniik végbemend folyamatokrol
ad felvilagositast, indirekt eljarasok utjan. Enzimeket ismert reakciomechanizmusuk alapjan mutathatunk ki (1.
enzimhisztokémia), egyedi fehérjéket pedig immunologiai modszerrel.

A makromolekuldkat kimutato, direkt eljarasok koziil az alabbiakban az igynevezett PAS festést és egy lipidfestést
mutatunk be roviden, az enzimhisztokémia korébol pedig a lugos és savas foszfatazok kimutatasaval foglalkozunk.
Az immunoldgiai modszereket jelentOségiik miatt kiilon fejezetekben targyaljuk (1. immunhisztokémia,
immuncitokémia).
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A PAS-festés

A PAS szintén egy betiisz6 (perjodsav: periodic acid és Schiff-reagens). Nem altalanos festés, hanem meghatarozott
szoveti komponensek kimutatasara szolgal. A festésre szant mintat pikrinsavas rogzitékeverékkel (pl. Bouin-
rogzitd) vagy neutralis formalinoldattal rogzitjiik.

A moédszer glikogén, proteoglikanok és nyalkaanyagok, mukopoliszacharidok kimutatasara valé, és igy pl.
kitiinGen festi a bélbolyhokban 1év6 nyalkatermel6 kehelysejtek valadékat, az alaphartyat, a porcok alapallomanyat,
a rugalmas rostokat és a nyalmirigyekben a nyalkatermel6 (mucinosus) végkamrakat. A fest6do struktirakat PAS-
pozitivnak nevezziik.

Az eljaras soran az emlitett makromolekularis anyagokban 1évé alkoholos csoportokat perjédsavval aldehiddé
oxidaljuk, majd az aldehideket a fukszint tartalmazo ugynevezett Schiff-reagenssel mutatjuk ki. A metszeten
vald tajékozodast megkonnyitendod, a sejtmagvak lathatova tételére ugynevezett ellenfestést alkalmazunk, igy a
szovettani képen a vilagoslila PAS-pozitiv részletek kozott a sejtmagvak is megjelennek (2.42. abra).

Az eljarast kombinalhatjuk egy harmadik festékkel is, pl. a kotdszoveti allomany lathatova tétele érdekében (trikrom
festés).

2.42. abra. PAS-festés eredménye: a kehelysejtek valadéka és egyes kotdszoveti elemek PAS-pozitivak, élénklilak,
mig a fehérjetermeld sejtek PAS-negativak, attetszoek (a magfestést alciankékkel végeztiik, hal kopoltytja)

Lipidek kimutatasa

Lipidek kimutatasahoz formalinban fixalt, fagyasztott vagy fixalatlan és fagyaszté mikrotommal vagy kriosztattal
készitett metszeteket hasznalunk. A fagyasztassal itt a beagyazas procedurajat keriiljiik ki, mivel az azzal jaro

s

Metszeteinket desztillalt vizben gyljtjiik 6ssze, majd kalciumtartalmu formalinban utofixalunk, ha formalinos
anyaggal dolgozunk. (A kalcium-ionok jelenléte stabilizalja a membranok szerkezetét.) Ezt kovetden a metszeteket
propilén-glikolban meritjiik, majd azokat Szudan-fekete oldattal megfestjiik. Festés utan ugyancsak propilén-
glikolban kioblitjiikk a felesleges festéket (regressziv festés). Ezutan a magvakat Kernechtrottal festjiik pirosra,
végiil készitménylinket glicerinben fedjiik le (részletesen 1. a Fiiggelékben).

A reakcioval a telitetlen észterek és a trigliceridek kékesfeketére szinezddnek, a foszfolipidek sziirkés szinben
jelennek meg, mig a veléhiivelyekben 1év6 lipidek a polarizacios mikroszkopban bronz arnyalattal tlinnek eld.

Altaldnosan hasznalt lipidfesték az Oil red is. A fixalast itt is neutrélis formalinnal vagy kalciumtartalmu formalinnal,
a metszést (a bedgyazas elkeriilése végett) pedig fagyasztd mikrotommal érdemes végezni. A festéket izopropil-
alkoholban oldjuk, a magokat hematoxilinnal festjiik (1. Fiiggelék). Ezzel az eljarassal a lipidcseppek narancsszintiek,
a magok kékek lesznek. A 2.43. abran ilyen modon festett, sejttenyészetben tartott sejteket mutatunk be.
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2.43. abra. Oil red festés sejttenyészeti sejteken: a lipidcseppek narancssarga pottyokként tiinnek el6 a citoplazmaban
(hematoxilin magfestés, kinai torpehdrcsdg petefészek (CHO) sejtek)

Enzimhisztokémiai reakciok

Ezek az eljarasok azon alapszanak, hogy a minta- vagy metszetkészités soran alkalmazott procedura ellenére a
preparatumban maradnak ép, milkdodéképes enzimek, ezek megfeleld koriilmények kozott aktivalhatok, és
szubsztratjuk hozzdadasaval oldhatatlan, szines csapadékot képeznek. Ennek helye az enzim jelenlétét bizonyitja,
illetve lokalizaciojat jelzi.

Az eredmények csak megfelelé kontroll mellett fogadhatok el, mivel az eljaras szamos miitermék-képzédési
lehetdséget rejt (az elégtelen fixalas miatt az enzimet nem az in vivo el6fordulasi helyén mutatjuk ki, a rossz fixalo,
az enzimaktivitast biztosito koriilmények nem megfeleld volta, vagy a keletkezd csapadék kioldddasa, elmozdulédsa
miatt téves negativ eredményt kaphatunk). Kontrollok lehetnek olyan metszetek, amelyeken mindent ugyanugy
végziink, mint a tobbi metszeten, de 1) nem adunk hozzé szubsztratot, vagy 2) hozzaadjuk az enzim specifikus
gatloszerét, vagy 3) a szubsztrat hozzdadéasa el6tt hovel kezeljiik a metszetet (denaturadljuk az enzimet). Ezen
kezelések eredményeképpen nem kapunk aktivitast.

Lagos foszfataz kimutatasa Gomori szerint

A Gomori Gyorgy altal kidolgozott nehézfémsdos modszerek a szubsztratumrol lehasitott foszfat- vagy szulfat-
ionok lathatova tételén alapulnak.

A foszfataz nevii enzimek szerves foszfatésztereket hasitnak, a lugos foszfatazok pH-optimuma pH 9-nél van.

A kimutatasra szant anyagot (szervet vagy szovetmintat) kalciumot tartalmazo6 formalinoldatban ﬁxéljuklg, majd
fagyasztott vagy paraffinos metszeteket készitiink beldle. (Az utobbi esetben iigyeljiink arra, hogy a beagyazas
soran csak a minimalisan sziikséges honek tegyiik ki a szovetet, nehogy az enzimet inaktivaljuk.) Amennyiben
paraffinos metszettel dolgozunk, a deparaffinalast kovetden hidrataljuk a metszetet (fagyasztott metszetek esetében
ez sziikségtelen), majd natrium-glicerofoszfatot tartalmaz6 natrium-verondlacetat pufferben inkubaljuk éket. A
reakcio soran az enzim a natrium-glicerofoszfatbol hasitja le a foszfatcsoportot, amely az inkubal6oldatban és a
szovetben 1évo kalcium-ionnal (ez az iigynevezett lecsapo reagens) kalcium-hidrogénfoszfat (CaHPO4) csapadékka
alakul.

Mivel azonban a CaHPQ, szintelen, ezért kobalt (II)-sokkal és ammonium-szulfiddal ((NHy),S) reagaltatva
kobalt-szulfidra (CoS) cseréljiik le.

Elsd lépésben a szintelen csapadékban a kalciumiont kobaltionra cseréljiik: CaHPO, + Co’" > CoHPO,+ Ca’",
majd masodik lépésként a foszfatcsoportot szulfiddal helyettesitjiik: CoHPO, + S — CoS + HPO,.

A kobalt-szulfid markans kékesfekete szinii és rosszul oldédé csapadék, amely jelzi az enzim jelenlétét. A
metszeten valo tajékozodast megkonnyitendd magfestést végziink, pl. hemalaunnal (a magok kékek lesznek).

18 A kalcium ionok stabilizaljak a membranokat.
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Végiil vizes kimosast kovetden glicerinben atderitjiik a metszeteket, és ugyancsak glicerinben le is fedjiik dket
(2.44.A abra). (Az eljarast részletesen 1. a Fliggelékben.)

Savas foszfataz kimutatasa Gomori szerint

A savas foszfatazok pH-optimuma 5 koriili érték. A savas foszfatazok kimutatasa abban kiilonbozik a fentiektdl,
hogy a lehasitott foszforsav-maradékot 6lom (Pb) ionokkal kotjiikk meg.

Anyagunkat formalinban vagy formalingézben fixaljuk, majd fagyasztdé mikrotommal vagy kriosztattal metszeteket
készitiink belble. Ezutan 6lom-nitratot és natrium-glicerofoszfatot tartalmazé és a megfeleld pH-t biztosito natrium-
veronalacetat pufferben inkubaljuk a metszeteket. Az enzim a natrium-glicerofoszfatrol, azaz a szubsztratumrol
lehasitja a foszfatcsoportot, amely ez esetben is lathatatlan. Olomionokkal élom-hidrogénfoszfatot (PbHPO4)
képez. A kovetkez6 ammonium-szulfidos inkubécio arra vald, hogy a foszfatcsoportot szulfidcsoportra cseréljiik
le. A reakcid eredményeképpen kialakul6 barnasfekete 6lomszulfid csapadék (PbS) jelzi a keletkez6 foszfationok
¢és ezzel az enzim helyét (2.44.B abra).

A savas foszfataz az egyik legjellemzdbb lizoszomalis enzim.

A GOomori-madszert elektronmikroszkdopos szinten is lehet alkalmazni, hiszen mind a kobalt-szulfid, mind pedig
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2.44. abra. Lugos (A) és savas (B) foszfataz kimutatasa: a reakcio kdvetkeztében primer lizoszomak és
taplalékvakuolumok jelolédtek Tetrachymena sejtekben (A), valamint csapadék jelenik meg a vesetubulusok
hamjanak kefeszegélyén (a magfestés hematoxilinnal tortént, B)

A félvékony metszetek

A paraplasztba agyazott metszetek tobb sejtsornyi vastagok. Az ugynevezett félvékony metszetek ennél vékonyabbak,
koriilbeliil egy sejtréteget tartalmaznak. Az elnevezés magyarazata, hogy az ilyen metszetek vastagsagukat
tekintve (ami 1-1,5 um) a fény- és az elektronmikroszkopos (igynevezett ultravékony) metszetek kozott foglalnak
helyet. Eppen olyan vastagok, hogy fénymikroszkoppal még vizsgalhatok, azaz annyi festék még meg tud kotédni
benniik, hogy a preparatum lathato legyen.

Eléallitasukat, mivel az a fénymikroszkopia teriiletén hasznalt modszerektdl némileg eltérd elektronmikroszkopos
minta-eldkészitési eljardst igényel, az elektronmikroszkdpiaval foglalkozo fejezetben mutatjuk be.

A lefedés

A festést a preparatum tartositasa érdekében lefedés koveti. Erre azért is sziikség van, mert a fénymikroszkopok
optikai rendszere ugy keriil kialakitasra, hogy kell6en részletgazdag és jo mindségii kép csak a targy és feddlemez
egylittes hasznalataval kaphato.

A lefedészerek egy része vizoldékony, mas része xilolban oldodik. Az utdbbiak esetében a festés soran metszetbe
kertilt vizet el kell tdvolitanunk. A metszetet ilyenkor egy felszallé alkoholsor oldataival kezeljiik, amit valtott
xilolos &blités kovet.
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A lefedés menete a kdvetkez6: az oldoszerbdl kivett targylemezt megtordlgetjiik, a rarakodott festéknyomoktol
megtisztitjuk. Gyorsan kell dolgoznunk, hiszen a xilol gyorsan parolog, s ha nem igyeksziink, akkor a metszet
kiszarad. A megtisztitott lemezre a metszet mellé egy csepp lefeddszert cseppentiink. A fedélemezt a csepp széléhez
érintve letdmasztjuk a targylemezre: ilyenkor a csepp szétfut a két lemez érintkezési vonala mellett. Ezutan a
fed6lemezt egy vékony tlivel (gombostii, bonctii, esetleg csipesz) megtamasztjuk, majd lassan leengedjiik a
targylemez felszinére (2.45. abra). Biztositsunk elegendd id6t arra, hogy a lefeddszer a fedd- és a targylemez kozott
szétterjedhessen, s csak a terjedés iitemében engedjiik le a fed6lemezt. A kész metszetet szaradni hagyjuk (a
lefedészer megszilardul), majd feliratozzuk és metszettartd dobozba helyezziik.

A jol lefedett metszet buborékmentes, a lefeddszer mennyisége éppen elegendo arra, hogy kitoltse a teljes fedélemez
alatti teriiletet, azaz nem folyik ki a fed6lemez szélén. Az igy elkészitett metszetek hosszu ideig szinvaltozas nélkiil
eltarthatok.

A alefedS cseppje festatt metszet
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2.45. abra. A festett metszet lefedése: a lefed6 anyag egy cseppjét a metszet mellé cseppentjiik (A), egy fed6lemezt
a csepp mellé a targylemezre tAmasztunk (B), majd tiivel megtartva 6vatosan leeresztjiik (B &bra, kék nyil). A kész
metszetet hagyjuk megszaradni, majd feliratozzuk (C)

Metszeteken lathaté néhany gyakori mitermék

Ebben a fejezetben a szévettani metszeteken lathato leggyakrabban eldfordulo miitermékeket foglaljuk dssze. Az
itt bemutatott hibak komolyan nem zavarjik a metszeten valo tajékozodast, sét, ha ismerjiik keletkezésiik okat,
akkor a megjelenésiik még a metszet értelmezéséhez is hozzasegithet benniinket. Az ilyesfajta miitermékek elonyei
ellenére azonban torekedniink kell arra, hogy ezek képzodését megeldzziik, hiszen célzott vizsgadlatoknal mar
akadalyai lehetnek a kisérlet kiértékelésének. E téren a mikrotechnikdval foglalkozo kényvek és leirdsok igen sok
hasznos tandcsot adnak.

Egy szerv kiemelése soran gyakran el6fordulo hiba, hogy azt régzitébe helyezése eldtt nem 6blitjiik le megfelel
oldatban (fiziologias séoldat vagy pufferoldat). Ez akkor sziikséges, ha a szerv kiemelésével ereket is atvagunk, s
azokbol a vér a szerv kiilsé vagy (ha az iireges) belsd felszinére folyik. Ezt azutan a régzité odafixdalja ahhoz a
felszinhez, ahol vér élo dllapotban soha nem volt (2.44. dbra). Az ilyenfajta miitermék felismerése szovettani
ismereteket igényel, hiszen tudnunk kell, hogy az a tér, amelyben a veért latjuk, nem a keringési rendszer része (pl.
nem ér).
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hamréteg
(belsd felszin)
nyalkaréteg

2.46. abra. Példa a szovettani eljaras soran keletkezé miitermékre: a 1égcs6 belso és kiils6 felszinén megjelend
vér (A), valamint mitermék nélkiili, nyalkaréteggel bevont belsé felszin (B)

Gyiirddések ott és akkor keletkeznek, ahol a kiilonbozé osszetételii szovetek az elékészités soran eltéerd mértékben
és/vagy iranyban zsugorodnak, s a metszéssikban , hosszfolosleggel” rendelkezé réteg felgyiirédik (2.47.4, B
dbra). Gytirodések a nagymeéretii metszeteken homogén széveti allomanyon beliil is megjelenhetnek. Ennek oka
az, hogy a szévet a metszés soran helyenként jobban megnyulhat, mint a kérnyezete (2.47.C dbra).

1_.-!-_; .-.l. 2 ‘I:*'y'.-. .,'-_l -.--.
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2.47. abra. Gylirédések keletkezése: a kiilonbozo szoveti dsszetételi rétegek a metszés soran eltéré modon nytlnak

meg, a megnyult részek rancokat képezve felgyiirddnek (aortafal, A; gyomor, B); gytirddés szivizomszdvetben
(C). (Mindharom metszet hematoxilin-eozin festésit)

A nagy fehérjetartalmu folyadékok (1. vér, vérplazma) vagy valadékok a mikrotechnikai eljdaras soran nagyon tomér
tartalomma dllhatnak Ossze. Metszéskor ez azt eredményezi, hogy az érintett teriileten egymdssal parhuzamos,
vastagsagbeli (ebbdl kivetkezden festddésbeli) egyenetlenségek, esetleg hasaddsok jelennek meg benne (2.48.
dbra). Ilyen jelenséget vazizomszdvetben is megfigyelhetiink a citoplazma magas akto-miozin-tartalma miatt (2.48.E
dbra).
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fehérj‘étermelé mirigysejt
valadéka

2.48. abra. Eticsiga kopenyszegélyének részlete mirigysejtekkel: a savos festddés és a toredezd beltartalom a
fehérjetermeld mirigysejteket jelzi (Azan festés)

A metszeten megjelenhetnek egymassal parhuzamosan rendez6do, szabalytalan alaku, de ismétlodo szakaddsok.
Hammal boritott felszinekrdl a hamréteget metszés kozben a kés letolhatja ott, ahol az nem régziil elég stabilan
az alatta lévé felszinhez. Szakaddasokat megfigyelhetiink intenziven elszarusodo lapham rendezett rétegei kozott,
de tipikusak orientdlt kollagénrostokat tartalmazo szévetben is. Itt az egymas mellé rendez6ddé rostokat nem
kapcsoljak 6ssze kovalens kitések (ennek okat I. a szévettani tankényvekben), s a kétdszoveti allomany két oldalan
lévd szdvetek zsugorodasa a rostokat széthiizza (2.49.C-D dbra).

A I . 53 D

2.49. abra. Tipikus miitermékként megjelend szakadasok: ham levalasa (A), rések az elszarusodo lapham rétegében
(B), szakadasok orientalt kollagénrostokat tartalmazé koétdszovetben (C, D) és izomrostok burkaiban (E). (A
szakadasokat fekete és kék nyilak jelzik; az E részleten lathato fekete nyilhegyek az izomrostok citoplazmajaban
keletkez6 hasadasokra mutatnak. A C abran Azan-, a tobbin hematoxilin-eozin festés lathato)

A metszetbol hianyozhatnak szabalyos alakii strukturak: mire a megfestett, kész metszetet megnézziik, azt tapasztaljuk,
hogy egyes részei , kiestek” a kornyezetiikbol. Ez akkor fordulhat eld, amikor az adott metszés sikjaban a hianyzo
részlet éppen onadllo, nem kapcsolodik a kornyezetével, s egyébként nem tapad elég szorosan a targylemez felszinéhez.
Amikor a festés elokészitéseként a bedgyazoszert eltavolitjuk, az utolso koteléket is kivonjuk a metszetbdl, ami egy

ilyen részletet a helyén tartana. Egy hosszu ideig tarto festés (pl. Azan-festés) soran ezek a teriiletek levalnak,
,ledznak” a targylemezrol (2.50. dbra).
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2.50. abra. A szortliszobol kiesett szOrszal helye, amely a faggyumirigy szortliszobe torkolldsa magassagaban mar
nem tapad szorosan a gyokérhiivelyhez (hematoxilin-eozin festés)

A mikrotomkeés éle a hasznalat soran sériil. Keletkezo késhibdra elsésorban akkor lehet szamitani, amikor olyan
szoveti allomanyt metsziink, amely vagy eredendden, vagy a fixalasbol és viztelenitésbil kovetkezden kristalyos
szerkezetii, nagy rendezettségii részletet tartalmaz. Ilyen pl. a csontszévet, az elmeszesedd porc, a kollagénrostokban
gazdag tométt rostos kotészévet.

A kés élének sériilése miatt az egymas utan lehuzott metszeteken mindig ugyanazon a helyen jelenik meg az apro
szakadasok sora (késcsik), vagy esetleg nagyobb teriilet kitorése, kiszakadasa (2.51. abra).

Ez mar a metszéskor, a még festetlen metszeten is jol lathato. Ha cserélheté pengével dolgozunk, a befogoba
tegytink be uj pengét, illetve a kiilonbozd blokkok metszésére ajanlott pengék koziil valasszuk a kemény anyagokhoz
ajanlottat. Hagyomanyos mikrotomkes esetében az egyetlen megoldas az éleztetés.

Atmenetileg, ha nagyon sziikséges, akkor a munkdt a sériilt késsel is folytathatjuk, ha a blokk elforgatisaval a
seriilés olyan teriiletre esik, ahol madr nincsen metszendé anyag. Ezzel azonban ujabb hibakat idéziink eld a kés

élében, csak ezuttal masik helyen, igy végiil is csak egy vagy két tovabbi ép metszet készitésére van lehetoségiink.

—— g
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2.51. abra. A halkopolty metszetén a kés az ¢l hibaja miatt nem metszi, hanem kit6ri a kopoltytisugarakban 1év6
keményebb porcszdvetet (z61d nyilhegy, A, B), a lagyabb szdvetekbe pedig csikot huz (A, B, C). (A B ébran a
kitort és részben athelyez6dott, elhajlott részt z6ld kdrvonall nyilhegy mutatja. Mindharom felvétel torpeharcsa
kopoltytjanak részletét mutatja Azan-festéssel)

A késhiba miatt részben kiszakadt szévetrész mar nem tapad le a targylemezre ugy, mint a kérnyezete. Amikor a
festett metszetet vizsgaljuk, azt tapasztaljuk, hogy annak bizonyos részlete(i) a metszet sikja folott ,, lebeg(nek)”.
Amikor ez a teriilet éles, a kornyezet életlen, és forditva (2.52. abra). Az elemelkedett részek ugyanugy vizsgalhatok,
mint a kérnyezet, de lehetetlenné teszik a nagyobb nagyitason valo fényképezést.

= .'-";_

2.52. abra. A til kemény anyagot (itt csontszovetet) a kés kiszakitotta a kdrnyezetébdl, ezért az a metszet tobbi
részétdl elemelkedett: az A képen a kornyezet éles, a B képen a kiszakadt rész (Azan-festés, hal kopoltyuja)

Amikor azt tapasztaljuk, hogy a festett metszet egyes részei alig vagy egyaltalan nem lathatok, akkor két lehetoséget
kell végiggondolnunk. Az egyik az, hogy az adott részlet megfestésére nem a megfelelo festéket hasznaltuk — mas
szavakkal: az alkalmazott festék nem vagy alig festi a kérdéses részletet. llyen gyanui esetén érdemes mas festékeket
kiprobalni. A masik lehetség, hogy a festéknek nem volt mit megfesteni, azaz ez a részlet hianyzott (hianyzik) a
metszetbdl. Ennek oka lehet nem megfeleld fixdlast kévetd kioldodds és késhiba is.

A nydlkaanyagok kiilonbozd dsszetételiiek, s ez meghatarozza azt, hogy milyen koriilmények (pH) kozott melyik
mikrotechnikai festékkel mutathatok ki (pl. anilinkék /Azan-festés/, PAS- vagy alciankék festés). Kozos jellemzdjiik,
hogy viszonylag kis fehérjetartalmuk miatt eozinnal gyengén festédnek. Ennek hatterében azonban részben az is
dllhat, hogy egy resziik a metszet készitése soran kioldodik (2.53.4 abra).

A rutineljards soran a lipidek ugyancsak kioldédnak. Igy a zsirszéveti sejtek lipideseppjei helyén iires (fehér)
teriiletet latunk, mig a cseppek koriili citoplazma és a sejtmag kirajzolodik (2.53.B dabra). A veldshiively specialis
lipideket tartalmazo, helyenként igen vastag axonboritas. A mielin anyaganak kioldodasa miatt a veldshiivelyii
rostok keresztmetszetén a neuriteket ugyan latjuk (ezek apro péttydk), de ezeket nem velGshiively, hanem csak egy
. lires” (fehér) gytirii veszi koriil (2.53.C abra).
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2.53. abra. Eltér6 6sszetételii valadékot termeld mirigyvégkamrak festédése eozinnal (A), porcsejtekbol kioldott
lipideseppek helye (nyilak, B) és a mielin kioldodasa miatt megjelend fehér udvarok tomege idegpalyak axonjai
koril (C)

A fénymikroszkop torténete

Az elso egyszerii és oOsszetett mikroszkop megalkotisa Zacharias Jansen (1585—1632) nevéhez kotodik, aki
szemiivegek készitésével foglalkozott, valosziniileg ebbdl tartotta fenn magat. Egylencsés egyszerii és kétlencsés,
asszetett mikroszkopot is készitett a XVI. szazad utolso és a XVII. szdazad elsé éveiben (2.54. abra). Mikroszkopi
vizsgalatairol, eredményeirdl elérheté adatokat nem talaltunk.

ZACHARTIAS TANSEMN.
A = S LT R —

2.54. abra. Zacharias Jansen (A) és az altala 1590 koriil készitett els6 Osszetett mikroszkop rekonstrukcioja (B)

Jansen haldlanak évében sziiletett Anthony van Leeuwenhoek19(2. 55. dbra), aki nemcsak a mikroszkopok
keszitésében, de a veliik valo munkaban is kiemelked6 eredményeket ért el. Egyszerii csaladban sziiletett,
kereskeddsegéd, majd keresked?d lett. Feltehetéen Robert Hook Micrographia cimii kényvének hatasara kezdett
el lencséket és mikroszkopokat késziteni. Kb. 200 mikroszkopjarol tud az utokor, bar ez a szam a forrasmunkdkban
nagymeértékben szor. Egyesek 500 mikroszkopot emlitenek. A lencsét egy rézlemez furataba helyezte, a targytartot,
amelyre a vizsgalt objektumot fel lehetett tiizni vagy régziteni, két iranyban lehetett mozgatni ugy, hogy az a
lencséhez képest optimalis helyzetbe keriiljon. A vizsgdlando anyag régzitése utan a késziiléket a Nap vagy a vilagos
égbolt felé tartottak, ami adott esetben erds féennyel tortent megvilagitast eredményezett. Leeuwenhoek mikroszkopjai

19 ejtsd: Létvenjuk.
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viszonylag kisméretii, tenyérnyi eszkozok voltak. Egyes mikroszkopjainak csucsnagyitisa a 270-szeres értéket is
elerte. llyen nagyitassal, még az akkori kezdetleges preparativ technikak mellett is szamtalan mikrostruktura valt
lathatova.

2.55. abra. Anthony van Leeuwenhoek (Jan Verkolje festménye)

Robert Hookkal egy idében 6 latott el6szor sejteket. Felfedezéseirdl holland nyelvii leveleket irt az akkoriban
alakult angol kiralyi tudomanyos tarsasagnak, a Royal Societynek. Ez a levelezés kizel 50 évig tartott. Egy idd
utan az akadémia Robert Hookot bizta meg Leeuwenhoek eredményeinek hitelesitésével. Miutan kideriilt, hogy a
Leeuwenhoek dltal leirtak igazak, élete vége felé a Royal Society a tagjai kézé vilasztotta.

Lencsekészitési titkait nem arulta el, mint mondta, ezeket & maganak készitette. Egészen az 1950-es évekig tartott,
amig valaki ratalalt arra a technolégiara, amelyet annak idején Leeuwenhoek is hasznalt. A teljesség igénye nélkiil
d irta le az egysejtiieket, a baktériumokat, a vorosversejteket, spermatozoon névvel a spermiumokat, az izomszovetben
a harantcsikolatot, a szemlencse szerkezetét, a retinaban a palcikakat és még sok mindent.

Leeuwenhoekkal kozel egy idében élt Robert Hook (2.56. dabra), angol akadémikus, természettudos, a
mikroszkopizalds mdsik nagy egyénisége és uttordje.

2.56. abra. Bal oldalon Robert Hook portréja, amely kozeli ismerdsei €s baratai leirasa alapjan késziilt. A jobb
oldalon egy emlékét megdrokitd festmény lathato, amelyen a miivész Hook mikroszkopjat és a Micrographia cimi
konyvét is bemutatja. A hattérben az éjszakai égbolt €s a meteorit Hook csillagaszat iranti érdeklddését jelzi. Hook

felemelt keze alatt teleszkopjainak egyike lathatd (a ma cime: ,,A nyitott Vilagegyetem”)

Hook ésszetett mikroszkopokkal dolgozott. A szemlencsét és a targylencsét magukba foglalo részeket egy henger
alaku csé (tubus) két végére erdsitette, az egész egyiittest fénymentesen zarta és egy olyan allvanyra szerelte,
amelyen a mikroszkop magassagat és ezzel a kép élességét allitani lehetett. A mikroszkop tubusat szépen mintazott
és festett borrel vontak be. Hook mikroszkoplampat is hasznalt. Egy olajmécses vagy gyertya fényét egy vizzel
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toltott tiveggomb segitségevel fokuszalta és iranyitotta a vizsgalando targyra. Ez egy feliilvilagitos rendszer volt
(2.57. dbra).

2.57. abra. Hook mikroszkopja: alul a mikroszkop rajza az olajmécsessel és az tiveggdmbbel, feliil a mikroszkdp
hosszmetszete (vesd 0ssze a 2.54. abra festményével)

Hook Micrographia cimii munkajaban szamos érdekes és szépen kidolgozott rajzot kozol tobbek kozétt novényi
metszetekrél és a sejtekrél, a legyek szdrnyszerkezetérdl, a rovarok szemének felépitésérdl és a hatszoges
kitinlencsékrdl, a rovarok szdjszerveirdl, a bolhak és a lapostetvek testszervezddésérdl (2.58. abra). A munka 1665-
ben jelent meg. Leeuwenhoekkal ellentétben Hook jol tudott rajzolni, igy dbrdit sajdt maga készitette el.
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2.58. abra. A Micrographia cimii konyv 1665-6s, londoni kiadasanak cimoldala és egy rajza

A tovabbiakban gyorsan elterjedtek a mikroszkopok, sokat fejlodétt a mechanikus részek kidolgozottsaga, és a
lencsék is mind nagyobb feliiletiiek és nagyobb teljesitményiiek lettek. A XVIII. szazadban tiikrék hasznalataval
megoldottak a targyasztalon lévé anyagok atvilagitasat, de voltak olyan mikroszkopok is, amelyekkel at- és
feliilvilagitasos tizemmodban egyarant lehetett dolgozni. A kiilonbozé nagyitasu és rézesébe foglalt, menettel
ellatott lencséket mar cserélni lehetett, a mikroszkopok esztétikailag is szép, lakkozott sargarézbdl késziiltek és
igényesen eléallitott fadobozokban kinaltak dket eladasra.

Hiresek voltak akkoriban az angol mikroszkopok, George Adams mikroszkopjai, pl. éppen az is, amelyet 1761-ben
gazdag diszitesekkel és eziistbol 111, Gyorgy kiralynak készitett.

Megjelentek a kis dobozzal ellatott és faalapra épitett preparalomikroszkopok is, amelyeket ki lehetett vinni a
terepre pl. a begyiijtétt rovarok ivar- vagy szdjszerveit vizsgalando (2.59. abra).

44

http:// www.renderx.com/



Fénymikroszkopia

2.59. abra. Antik mikroszkdpok a XIX. szazadbdl: francia mikroszkop 1854-b6l (A) és hordozhatd angol mikroszkop
preparatumtartd fadobozzal (B)

A kesziilékekkel egyiitt rohamléptekben fejlédott a prepardatumkészités is. Ehhez kulcsfontossagut volt Johann
Christian Reil (17591813, 2.60. dbra) étlete, aki elsé izben hasznalt alkoholt a metszendd anyagok régzitésére
és kemenyitésere. Az ilyen anyagokbol mar sokkal jobb készitményeket lehetett eléallitani, mint a hokezelt (fozott)
vagy természetes dllapotu szervekbdl. Reil taldlta meg és irta le az agykéreg insula® nevii teriiletét.

B
homloklebeny fali lebeny nyakszirtlebeny

insula halantéklebeny

2.60. abra. Johann Christian Reil portréja (A) és az altala leirt, feltart insula teriilete (emberi nagyagy bal oldala,
B)

Az angol, a francia és az amerikai mikroszkopok mellett Nemetorszagban is készitettek ilyen eszkozoket, de a
mikroszkopi kép keletkezésének elméleti alapjai még nem voltak kidolgozva.

Nagy ugrassal teremjiink a XIX. szazad kézepén Jénaban, ahol 1846-ban Carl Zeiss (2.61. abra) mikroszkopgyarto
mithelyt alapitott: ez volt a maig is miikodo Zeiss Optikai Miivek elédintézménye.

2 Insula: sziget; az eml8s nagyagy azon rejtett felszine, amelyre az egyedfejlddés sorén rahajlik a szomszédos homlok-, fali- és halantéklebenyek
egylittese.
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2.61. abra. Carl Zeiss

Zeiss kiserleti fizikat, asvanytant és optikat hallgatott a jénai egyetemen. Az elsé Zeiss-mikroszkop 1847-ben keriilt
ki az tizembdl. Lencséit akkortajt még kiilfoldrdl szerezték be.

A Zeiss céghez a késobbiek soran igen nagy tehetségii tudosok csatlakoztak, akik szinte a mikroszkopkeszités minden
teriiletén forradalmasitottak az eléallitast és a mikroszkopok hasznalatat. Lassuk oket!

Ernst Abbe (1840-1905, 2.62. abra) matematikat és fizikat tanult. Legfontosabb felfedezéseit a Zeiss miiveknél
publikalta, illetve hasznositotta. Megalkotta a maig is alkalmazdasban lévé, erds és homogén féenyt (megvilagitdast)
biztosito kondenzort (Abbe-kondenzor).

2.62. abra. Ernst Abbe arcképe

Az inspiracio nem kis mértékben Robert Kochtol, a hires bakteriologustol jott (2.63. abra), aki siirgette a Zeiss
miiveket egy valoban jo mindségii kondenzor megalkotasara. Abbe dolgozta ki a rola elnevezett Abbe-formulat,
amely alapjan meghatarozhatjuk egy lencse feloldoképesseget.
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2.63. abra. Robert Koch laboratoriumaban munka kézben

1877-ben Abbe J. W. Stephensonnal egyiitt dolgozta ki a homogén immerzios (HI) objektivek miitkodési elvét, majd
alkotta meg magat a lencsét. ,, Vegiil ”, és csak a legnagyobb jelentoségii eredmények koziil valogatva, Abbe dolgozta
ki az apochromat lencsék optikai rendszerét. Az apochromat lencsék jelentik a csucsmindséget. Az ilyen lencsék a
harom alapszint egy fokuszpontban képesek egyesiteni és ezzel kikiiszobdlik az uigynevezett szini hibat (kromatikus
aberracio).

Az tiveggyaros csaladban sziiletett Otto Schott (1851-1935, 2.64. abra) vegyészkent végezte el az egyetemet, majd
tivegkémiaval kezdett el foglalkozni. 1887-ben Otto Schott, Ernst Abbe, Carl Zeiss, és Roderich Zeiss hozta létre
azt az iiveglaboratoriumot, amelyben eredményes kutatasok folytak a lencsék készitésével kapcsolatosan. Késébb
Schott sajat céget is alapitott. Tébb tekintetben Abbé-val egyiitt 6 dolgozta ki a mikroszkoplencsék készitésére
alkalmas tivegfajtak (boroszilikat iivegek, litium alapu iivegek stb.) eléallitasanak modjat.
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2.64. abra. Otto Schott

A csucsteljesitményt nyujto és a Zeiss miivekkel dolgozo szakemberek kozott negyedikként August Kohlert
(1866—1948, 2.65. abra) emlitjiik. Az 6 munkdja nyoman sziiletett meg a mikroszkopok optimalis beadllitasanak
algoritmusa (1893), amelyet maig hasznalunk, és amelyet a napjainkban gyartott kutatomikroszkopokon egy
automatika allit be. Moritz von Rohrral kézosen Kohler fejlesztette ki 1902-ben az UV mikroszkopot. Ez késébb
kiszorult a gyakorlatbol, nem ugy, mint a Kohler és Siedentopf kézos munkdjaként megtervezett fluoreszcens
mikroszkop, amelynek manapsdg, kiilonbozé kombindciokban és vadltozatokban Oridsi jelentésége van. Végiil
ugyancsak o vezette be azt a gydrtdsi eljarast, melynek eredményeképpen az objektiveket ugy tervezték meg, hogy
revolver foglalatba helyezve egyszerii elforditassal lehessen valtoztatni a nagyitast (1. 2.79. abra).

2.65. abra. August Kohler

A kornak a mikroszkopok fejlesztésében kézremiikodd jelentls egyéniségei voltak még Carl Reichert (1851-1922,
2.66. abra), tovabba idosebb Ernst Leitz (1843—1920) és fia, ifjabb Ernst Leitz (1871-1956), valamint még sokan

masok, pl. George (sziiletett Jerzy) Nomarski, aki a Nomarski- vagy differencia-interferencia kontraszt mikroszkop
(DIC) kifejlesztdje.

2.66. abra. Az optikus Carl Reichert
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2.67. abra. Zeiss- (A) és Leitz-mikroszkop, utobbi revorver foglalattal (B)

A mikroszkopok mdig tarto fejlesztésében meég sok jeles kutato vett részt, de e téma kifuttatasa napjainkig mar egy
masik torténet.

Optikai alapfogalmak
Az Abbe-képlet

Ernst Abbe munkai nyoman tudjuk, hogy miképpen keletkezik a mikroszkopi kép, hogy mi ebben az objektiv, a
kondenzor és az okular szerepe. A mikroszkoplencsék €s ezzel egyiitt a mikroszkop feloldoképességének tényezdit
is 6 hatarozta meg és ontdtte matematikai formulaba.

A képlet szerint a feloldasi hatar: d,,;, = 0,61 x A,/n X sinus @, ahol

* d.,;, az a legkisebb tavolsag, amelyet a mikroszkop két kiilonallo képpontként képez le (feloldhatdo minimalis
tavolsag);

* A, a vakuumban terjedd és a megvilagitasra hasznalt fény hullamhossza;

* nalencse és a targy kozotti kdzeg, a levegd, a viz vagy az immerzios olaj torésmutatdja;

* o a lencse fél-nyilasszoge (2.68. abra);

* n x sinus ® pedig az igynevezett numerikus apertira (NA).

Kozvetleniil ennek értéke jelzi a lencse feloldoképességét. Minél kisebb ez a szam, annal jobb mindségii, azaz
jobb felbontasi képességii a lencse.

MNA = n x sinm
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2.68. abra. A lencse fél-nyilasszoge (), amely alapvetéen meghatdrozza a numerikus apertira (NA) értékét (F:
a lencse fokuszpontja, f: a lencse fokusztavolsaga, D: a lencse atmérdje, lila szaggatott vonal: optikai tengely)

A fénytorés

Fénytorés (refrakcio), azaz a fény utjanak iranyvaltozasa akkor jon Iétre, ha a fény egy ritkabb kozegbdl egy
stirlibbe 1ép at, vagy forditva. Ha ritkabb k6zegbdl 1épnek at a fénysugarak egy siirtibbe, pl. a levegébdl az tivegbe,
illetve a lencsékbe, a fény Utja a beesési merdleges iranyaba mozdul el. A fénytorés mértéke hullamhosszfiiggdséget
mutat (2.69. abra). Az eltéré striségi kozeg hatarfelilletérdl visszaverddés is torténik (tdrténhet).

A : B
N O

LEVEGD i Index=n1
: indax=na ; —— OROS
a R —
: @ - 2010
% KEK
e
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2.69. abra. A fénytorés jelensége: a kiilonb6z0 torésmutatdji, azaz eltérd stirliségii anyagok hataran a fény megtorik:
aritkabbol a stirlibb kozegbe atlépd fény a beesési merdlegeshez kozeledik (A); a fénytorés hullamhosszfiiggd (B)

Lencsehibak

A leggyakoribb lencsehibék a szini hibak (kromatikus aberraciok) és a gombi hibak (szférikus aberracio).

A tengely menti szini hiba (kromatikus aberracid) esetében a kevert (fehér) fény Osszetevéi hullamhosszuk
fiiggvényében a lencsétdl kiilonbozo tavolsagra fokuszalodnak (2.70. abra). Ez a lencsék alkotta kép esetében
ugy mutatkozik meg, hogy kiiléndsen a képen lathato targyak élei mentén a struktiradk hatarvonalai egymashoz
kozel és eltérd szinekben, tobbszorozve jelennek meg (2.71. abra).

fehér fény

2.70. abra. Optikai lencse szini hibaja: az eltéré hullamhossza (energiaju) fénysugarak kiilon fokuszpontokat
alakitanak ki
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2.71. abra. Kromatikus hiba kovetkeztében a fényfoltok szegélye ,,szellemképes”

A gombi hiba esetében az optikai tengelyben és az azzal parhuzamosan a lencse kiilonbdzé zonain athalado
fénysugarakat a lencse eltéré mértékben tori. Ennek eredményeképpen vagy a kép kdzépso részei, vagy sz€li részei
lesznek élesek; a kettd egyiitt nem (2.72. és 2.73. abra).

2.72. abra. Gombi hiba: mig a tokéletes lencse a rajta barmely ponton athaladé sugarakat egy fokuszpontba gytijti
(A), addig a gombi hibaval rendelkez6 lencse ugyanezen sugarakat mas és mas pontba fokuszalja: a kép valamennyi
pontja egyik fokuszsikban sem lesz éles (B)

foscusTalt
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2.73. abra. Sugarmenetek gémbi hiba esetében: a bal oldali kép (koncentrikus korok) azoknak a sugarmeneteknek

a keresztmetszeteit mutatja, amelyeket a jobb oldali kép hosszmetszetben abrazol. A képek egy kisérletet mutatnak,

amelyben egy pont leképezését latjuk. Ezt a hibatlan lencse egy pontba képezi le (kdzépso sor: keresztmetszetek

koziil a 3. kép, valamint a hozza tartozd hosszmetszet). Az alsé és fels6 sorban gombi hibaval rendelkez6 lencse
sugarmeneteit latjuk.

A lencsék hibait lencserendszerekkel lehet javitani. Ilyenkor az egyik lencse hibajat egy masikkal kiiszoboljiik
ki. A lencséket olyan anyagokkal ragasztjak 6ssze, amelyek térésmutatdja egyezik, vagy igen kozel all az tivegéhez.
A visszaverddéses és a kovetkezményes képromlast kikiiszobolendd, az igényesebb lencsék vagy lencserendszerek
feliiletét tiikkroz6dést gatldo bevonatokkal latjak el.

A fényforras

A fénymikroszkopok lampahazban elhelyezett fényforrasa lathato, kevert (fehér) fényt bocsat ki. Az izzé fényereje
szabalyozhat6. Mogotte homort tiikér van, amely a ra esé fénysugarakat visszaveri, ezzel a fénystirtiséget noveli.
Az izz06 elott egy gyiijto- vagy Kkollektorlencse talalhato (2.74.B abra).

A szini lencsehiba miatt az az eldonyds, ha a fényforras homogén fényt bocsat ki, ezért manapsag egyre inkabb
terjednek a LED?!-es izzoval ellatott mikroszkopok, ahol a kibocsatott fény hullamhossza (szine) a fényforrasként
hasznalt didda (félvezetd) anyagatol fligg.

A lampahazbol kilépd fénysugarat egyrészt a kondenzor lencserendszerére kell juttatni, masrészt a képalkotas
szamara leginkabb megfeleld alakura kell formalni, 6ssze kell hangolni a kondenzor aperturajaval (2.83. abra). A
fény tereléséhez tiikkroket, a fénykup alakjanak kialakitasahoz pedig egy ugynevezett limpamezo rekeszt hasznalnak.
Utobbi egy irisz blende, nyilasanak atmérdjét a komolyabb mikroszképokban szabéalyozhatjuk (2.75. abra).

2.74. abra. Lathat6 és UV fényt kibocsatd mikroszkoplampak hazai (A), az izz6 és kornyezete (B), valamint az
izz6szal kivetitett képe (C) (a lampahazbol kilépd fénynyalabot az A és B abran narancssarga korvonalu, sargaval
kitoltott nyil jelzi)

21 LED: ,,light emitting dioda”, azaz fényt kibocsato dioda
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apertira rekesz
_ allitd gydrd

limpamezi rekesz
Allite gydrd

T

2.75. abra. A lampamez0 rekesz allitasi lehet6sége, a kondenzor és a kondenzor apertura rekesze

A kutatomikroszkopok talpazataba a fényutba helyezhet6 sziiréket is elhelyeznek, amelyekkel a megvilagitd
sugarnyaldb szindsszetételét (szinhdmérsekletét) szabalyozhatjuk (2.76. dbra). Amikor nézelddiink a mikroszkdpban,
akkor ugy allitsuk be a fényerdsséget, hogy az ne legyen nagyon erds! Hasznalat utan pedig ne felejtsiik el levenni
a fényerdt és elzarni a ldmpat!

2.76. abra. Szinsziir6k a talpazatban

Az objektivek tipusai és azok feliratai

Egy mikroszkop ,,lelke” az objektiv, alapvetden ugyanis ez hatdrozza meg a miiszer felbontoképességét.

A ma haszndlatos mikroszképok objektivjei lehetnek két szinre (vordsre és kékre) korrigalt akromat lencsék
(2.77.A abra) és a harom alapszinre korrigalt apokromat lencsék. A korrigaltsag arra utal, hogy a lencse a nevezett
fénysugarakat egy pontban fokuszalja.

Rutincélokra, igy pl. szovettani gyakorlatokra az akromat lencsék teljes mértékben megfeleldek. Amennyiben
fényképezni is szeretnénk vele, a z61d szinszlird alkalmazasa miatt csak fekete-fehér felvételt készithetiink. Ennek
feltétele, hogy a mikroszkop objektiv és okular lencserendszere egyarant sikba vetitd legyen (plan-akromat
objektiv és fotookular).
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Az apokromat lencsék a harom alapszint egyetlen pontban fokuszaljak, igy szini hibaval nem kell szamolnunk.
Ezek csucsmindségii lencsék. Fényképezéshez sikba vetitd, Gn. plan-apokromat lencséket alkalmazunk,

természetesen sikba vetitd fotookularral.

A

virlolk

fehér fény

2.77. dbra. Az akromat lencsék leképezése (A), valamint akromat, apokromat és plan-akromat objektivek metszetei
(B-D)

Az objektiven lévo feliratok és szamok jelentése

Az objektivek legfontosabb tulajdonsagairol az oldalukon elhelyezett jelzések tajékoztatnak. Nézziik ezeket sorban!
Az objektiven természetesen feltiintetik a gyartd cég nevét és a lencse soktagu sorozat-, illetve gyartasi szamat.

A nagyitas értékét szamokkal jelzik, pl. 1, 10, 20, 40, 63, 90 vagy 100. A felsorolas elején all6 1-szeres nagyitasu
lencséket nagy feliileti metszetek fényképezésére hasznaljak (2.78. abra). Alkalmazasuk révén sokkal jobb képet

kapunk, mintha a felvételt sztereomikroszkdppal készitenénk.

wetitd (projektor]
lencse

front lencse

2.78. abra. 1x-es nagyitasu objektiv hosszmetszete (vazlatrajz)

A 60-szoros nagyitason feliil a lencsékhez immerzios olajat hasznalunk. A gyarak altalaban a nagyitast és az
objektiv tipusat jelz szinkoddal is ellatjak az objektiveket (2.79.C abra).
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A numerikus apertira (NA) az objektiv fontos mindsito adata. A lencse fényereje és felbontoképessége elsdsorban
ettl fiigg. Képletben: NA =n x sinus®, ahol az o a lencse fél nyilasszoge, az n pedig a torésmutatd. Ertelemszertien
a numerikus apertura fiigg a lencse atmérdjétol és a fokusztavolsagtol, illetve ezek ardnyatdl (2.68. abra). Minél
nagyobb a numerikus apertura értéke, annal jobb teljesitménytli lencsével allunk szemben.

A tubushossz értéke milliméterben kifejezve az objektiv és az okular kozotti tavolsag. Az objektiven erre
vonatkozolag két adatot latunk. Vagy 160-as szam szerepel, amely mutatja, hogy a mikroszkophoz tartozé lencsék
képtavolsaga 160 mm, azaz ilyen tubushossz mellett adnak optimalis képet. A tubus hosszat persze meg lehet
valtoztatni, meg lehet ndvelni (régen voltak is ilyen kihtizhat6 tubusti mikroszkopok). A tubushossz megnovelésével
nétt a nagyitas, de a kép élesre allitasahoz meg kellett valtoztatni az objektivnek a targytol/metszettol valo tavolsagat,
ami azt jelenti, hogy az objektivet el kellett mozditanunk eredeti helyzetébdl. Minthogy egy objektivnek egy
fokusztavolsaga €s egy targytavolsaga van, az eljaras a mikroszkopi kép minéségromlasat eredményezte.

A masik egy végtelen jel, amely arra utal, hogy az objektiv végtelenre korrigélt, azaz a végtelenbe vetiti a képet
(2.79.C éabra). Az ilyen lencsék bevezetésére azért volt sziilkség, mert ha a tubusba beépitettek egy kiegészitd
eszkozt (pl. egy polarizacios berendezést vagy egy plusz koztes lencsét), akkor a 160 mm-es tubushossz megvaltozott,
ami az objektivek altal eldallitott kép mindségromlasat okozta. A végtelenre korrigalt lencsék esetében a képtavolsag
a végtelenben van, igy semmi akadalya sincsen annak, hogy a tubusba az objektiv és az okular kdz¢é barmiféle
jarulékos optikai eszk6zt helyezziink.

A feddlemez vastagsagat is felirjak az objektivre, ez 0,17 mm (2.79.C abra). Ha élesre allitjuk metszetiinket, és
a metszet tetejére egy masik feddlemezt is racsusztatunk, a kép azonnal életlen lesz. Ez jol mutatja a feddlemez
vastagsaganak jelentségeét.

Az immerzios objektiveket felirattal (HI) és/vagy egy fekete (€s fehér) csikkal jeldlik (2.79.C abra). A HI jelentése:
homogén immerzio. A homogenitas arra utal, hogy az olaj és a lencsék anyaga optikailag homogén, fénytorésiik
egyforma. Vizimmerzios lencsék esetében a lencséket tigy szerkesztik meg, hogy vizbe, pl. tapfolyadékba meritve
is jo képet adjanak.

2.79. abra. Objektivek: objektiv a tarolasara szolgalé tokban (A), ahova a revolver foglalathoz csatlakozé menetével
rogziil (B), illetve a mikroszkdpba szerelve (C): itt jol 1athatok a feliratai (a szines gytirik jelentése: fekete —
immerzids, kék — 40-szeres nagyitast, zold — fluoreszcens objektiv)
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Erés nagyitasu immerzids lencsék hasznalata

Amennyiben erds nagyitasu — altalaban 60-szoros nagyitason feliili — lencséket hasznalunk, a fed6lemez és az
objektiv frontlencséje kdzott csak egy nagyon vékony levegoréteg maradna. Emiatt a kondenzor altal a metszetre
bocsatott fény — egyrészt visszaverddések, masrészt a kdzeghatar miatti fénytorés kovetkeztében (az tiveg és a
levego stiriisége kiilonbozik) — nem jut be az objektivbe, szorddik, illetve interferal (2.80. abra). Ennek kdvetkeztében
a kép fényszegény, homalyos ¢és életlen lenne. A problémat ugy kiiszobdlhetjiik ki, hogy a fedélemez €s az objektiv
frontlencséje kozé az liveg stirliségével kozel egyezo siirliségili folyadékot, példaul immerzids olajat, helyeziink.
Hatasara a kép fényerds és éles lesz. Igényes vizsgalatok esetében a kondenzor frontlencséje és a targylemez kozé
is olajat kell helyezniink.

|
34 |
/ I 3 |
4 _.-’/ | | chbjekti
/ i 4
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| |
il na| E !
N | - ;
! If‘/;/ levegd
fedalemez : &
minta
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2.80. abra. Az immerzids olaj hatdsa: az abra bal oldalan lathato, hogy immerzids olaj hasznalataval a bejeldlt,
targyrol érkezd sugarak mindegyike bejut az objektivbe, mig a jobb oldali részen ugyanezen sugarak koziil a sz¢éli
sugarak (5-0s és 6-os szamuak) ki sem Iépnek a levegd kozegbe (igy nem jutnak az objektivbe sem), s a kozbensé

sugarak is jobban, de nem egyenletesen teriilnek szét

A kondenzor és miukodésének lényege

A kondenzor egy olyan dsszetett és blendével 6sszeépitett lencserendszer (2.81. és 2.82. abra), amelynek feladata
az, hogy a metszetet kelld er6sségii és homogén fénnyel, optikailag optimalisan vilagitsa meg.

Alaptipusa az Abbe altal kifejlesztett, igynevezett Abbe-kondenzor. A kondenzornak is van numerikus apertiraja,
azaz egy jellemz0 alakt és szogl fénykupja. Amennyiben a kondenzor numerikus apertiraja bizonyos hataron
beliil egyezik a hasznalt objektiv numerikus apertirajaval, a megvilagitas optimalis, azaz a kondenzor altal
kibocsatott fény teljes mértékben részt vesz a képalkotasban (2.81. abra).

56

http:// www.renderx.com/



Fénymikroszkopia

=
i
- #
o

L.
T — L:F

-
U by

| ~+——— OBJEKTIV

Jemmmf e

kondenzor rekes —————— o —m

az objektiv numerikus apertdridjanak megfeleld fénykip

2.81. abra. A kondenzor és az objektiv numerikus apertirajanak dsszehangolasa: a megvilagitas akkor a
legmegfelelobb, amikor a kondenzort elhagy6 dsszes fénysugar bejut az objektivbe

A kondenzor numerikus aperturajat, azaz az atbocsatott fénykup alakjat a kondenzor rekesszel (diafragma) allitjuk
be (2.82. és 2.83. abra).

lemcsdk

2.82. abra. Kondenzor fotoja (A) és felépitése vazlatosan (B): a kondenzorhoz magassagallitd csavar, két centralo
csavar ¢és egy rekeszallito kar tartozik (A) (a kondenzoron lathatd fehér szaggatott vonalak mozgatasi, forgatasi
lehetdségeket jeleznek)
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2.83. abra. A targyat megvilagitd fénykup alakja a kondenzor rekesznyildsanak megfelelden alakul: sziik
diafragmanal keskeny (A), tag rekesznél széles (a kondenzor frontlencséjén keresztiil érkezd fénynyalab athalad
a targylemezen ¢€s egy, az objektivnek tamasztott papirlapot strol, alakja azon rajzolodik ki)

Figyelembe kell venniink azt is, hogy a kondenzor frontlencséje milyen tdvolsagban van a targylemeztdl. Ezt a
tavolsagot egy fogasléces rendszerrel lehet szabalyozni. Szamos kondenzorban az eldtét- vagy frontlencse ki- és
visszabillenthetd, annak megfelelden, hogy gyenge vagy erds nagyitasu lencsét hasznalunk-e (2.84. abra). A
frontlencse ki- és bebillentésével a kondenzor numerikus aperturajat valtoztatjuk meg; e frontlencse beiktatasaval
a numerikus apertura értéke no.

2.84. abra. A kondenzor frontlencséje a fényutban (A) és abbdl kibillentett helyzetben (B)

Immerzio6s vizsgalatnal a kondenzor lencséje és a targylemez k6zé is cseppenteniink kell immerzios olajat, mert
a kondenzor frontlencséje és a targylemez kdzott ugyanolyan jelenségek (reflexiok, ill. fénytorések) mennek végbe,
mint amilyenekrél az objektivek esetében beszamoltunk. Errél sokan elfeledkeznek.

Az okularok felépitése és tipusai

A mikroszkopokularok egy csébe, tgynevezett tubusba szerelt 6sszetett lencsék, amelyek nagyitanak (2.85. abra).
Az objektiv felé es6 lencsét mezélencsének nevezziik, az ellenkezd oldalit szemlencsének. Az okuldrban allando
atméroji rekesz, in. mezorekesz is van, mégpedig a két lencse kozott (2.86. abra).
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dioptria korrekeids gyded  tubus

2.85. abra. Mikroszkopbol kiemelt okular (A) és nagyitasa (B): a felirat szerint ez 10-szeres nagyitasu okular (A)
A B C

_f-—--.._‘_
————]
[
-
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D E

2.86. abra. Okularok hosszmetszeteinek vazlatrajzai: az egy piros csillag a szemlencse, a két csillag a mezorekesz,
a harom csillag pedig a mezélencse helyzetét jelzi

Egyéb jelzések mellett az okularokon szerepel a gyartd cég neve és a nagyitas mértéke. Amennyiben a ,,photo”,
vagy ,,PL” (plan) jelzések nem lathatok a szemlencse foglalatan, az azt jelenti, hogy az okular domboru felszinre,
azaz a szaruhartya felszinére vetit és igy ad ¢les képet. Ha ilyen lencsével fényképeznénk, akkor vagy a latotér
széle, vagy a kozepe lenne éles, de a kettd egylitt sohasem. Fényképezéshez fotdobjektiveket, illetve
plankompenzacios okularokat alkalmazunk (2.87. abra).

Vannak mono- és binokularis mikroszkopok. Utobbiakban az objektiv feldl érkezé sugarnyalabot kétfelé kell
osztani annak megfeleléen, hogy két szemmel néziink a mikroszkopba. Erre a megosztasra dsszetett prizmakat
hasznalnak, amelyek abban a prizmahazban foglalnak helyet, amely az okularok foglalatait is hordozza. Ezen
feltiintetik a prizmak nagyitasat és azt, hogy a rendszer a végtelenbe vetit (fekvd nyolcas jelzés).

Beallithatjuk az okularok egymastdl valo tavolsagat (szemtavolsag), és egy dioptriakompenzacios gytirivel
azokat a szemiinkh6z igazithatjuk (2.87. abra).
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2.87. abra. Sikba vetitd, ,,PL” jelzésti okularok a foglalatukban: jol lathatok az okuldrok és a prizmahdaz jelzései

A mikroszkoépi képalkotas és a mikroszkép
beallitasa

A fénymikroszkép képalkotasa és nagyitasa

A mikroszkdp objektivje a targyrol (metszetrdl, kenetrél) egy valodi képet vetit a tubusba, az okular mezérekeszének
sikjaba. Ezt a képet az okular tovabbnagyitja; igy alakul ki a mikroszkopban latott kép (2.88. abra). Masképpen
fogalmazva: a helyzet ahhoz hasonlo, mint amikor egy vetitett képet egy nagyitoval tovabbnagyitunk. A mikroszkopi
kép mindségét elsdsorban az objektiv sajatossagai hatarozzak meg. Ezt konnytl belatni, hiszen az okular az
objektiv altal 1étrehozott képben 11j képpontot nem képes 1étrehozni, a képpontokat csupan nagyitja.

A mikroszkdp dsszetett lencserendszer, amelynek nagyitasa az objektiv, az okular és a kettd kozott, a prizmahazban
(1. 2.89. abra) elhelyezett lencsék nagyitasanak szorzata: mikroszkop nagyitisa = objektiv nagyitasa x koztes
lencsék nagyitasa x okular nagyitasa. Amikor tehat 40-szeres nagyitast objektivet, 10-szeres nagyitast okulart
hasznalunk egy olyan mikroszkopban, amelynek a prizmahazaban elhelyezett kdztes lencsék nagyitisa egyszeres
(1. 2.87. abra), akkor a mikroszkdp nagyitasa 40x10x1, azaz 400-szoros.

60

http://www.renderx.com/



Fénymikroszkopia

az okular
lencserendszere

A objektiv
o lencse

MASODLAGOS, LATSZOLAGOS KEP A VEGTELENBEN

2.88. abra. Az Gsszetett fénymikroszkop képalkotasa: az objektiv altal 1étrehozott valodi, forditott allast képet az
okular lencserendszere tovabbnagyitja

Egy altalanos fénymikroszkop felépitése a kovetkezd. Az optikai elemeket és foglalataikat az allvany tartja, amely
talpon all. A fényforrast és a fénysugarakat a kondenzorra vetitd tiikrot ez utdobbiban helyezik el az esetleges
szinszlrokkel egyiitt. Ha van, az UV megyvilagitast biztosité lampa hazat az allvanyra rogzitik, amellyel a mintat
feliilrdl, az objektiven keresztiil gerjesztik (epifluoreszcencias megvilagitas). Az allvany (stativ) tartja a mintat
hordozd, mozgathaté (esetleg forgathatd) targyasztalt (1. 2.89. abra) és az objektiveket magéaba foglald revolver
foglalatot, valamint a prizmahazat. Az ebben elhelyezett prizmarendszer a fényut megosztasat biztositja az

okularok ¢s a fényképezogép kozott (2.89. abra).

Amennyiben a miszerrel UV megvilagitassal is dolgozhatunk, illetve fényképezogépet vagy kamerat is
csatlakoztatunk hozza, akkor azt érdemes egy jol besotétithetd helyiségben elhelyezni.
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2.89. abra. Kutatomikroszkop belso felépitése (A) és oldalnézete (B): a sugarmeneteket a fényforrasoktol kovetve
megtalaljuk a tiikrot, a képalkotd lencséket, a prizmakat és a képrogzité kamerat (az UV fény itt epifluoreszcencias
megvilagitast tesz lehetové)

A feloldéképesség kihasznalasa: a Kohler-féle beallitas
Iépései

A kevert fénnyel miikodé mikroszkdp felbontoképessége elsddlegesen az objektivtél, annak numerikus
aperturajatol ¢s a kondenzor mindségétol fiigg.

Ahogy azt mar korabban irtuk, a felbontoképességet azzal a minimalis tavolsaggal (d ;) hatdrozzuk meg, amelynél
két pontot még kiilonallonak latunk (d=feloldasi hatar).

A felbontoképesség fiigg a lencsék mindségétdl, numerikus apertirajatol (1. Abbe-képlet), a tiikr6z6dést gatlo
rétegek mindségétdl. Az optimalis képalkotashoz igen fontos a mikroszkép Kohler szerinti beallitasa, amelynek
1épései a kdvetkezOk (2.90. abra).

1. A mikroszkép fényforrasaban, lampahazaban az izz6 spiraljat a fénykilép6 nyilas kdzpontjaba allitjuk. Ezzel a
1épéssel a mikroszkopba belépd fénysugarat a mikroszkdp kondenzorig vezetd optikai rendszerének kézéppontjaba
allitjuk.

2. A kondenzorba vetito tiikrot, ha az mozgathato, ugy allitjuk be, hogy a réla visszaver6dé fénysugar a kondenzor

felé tekintd fénykilépo ablak kdzepén haladjon at.

. Az okularba nézve élesre allitjuk a preparatum (metszet) képét (2.90.A abra).

4. Leszlkitjik a lampamezo rekeszt (1. 2.75. abra), majd a kondenzort addig emeljiik vagy siillyesztjiik, amig a
rekesz nyilasanak széle éles lesz (2.90.B abra). Kovetkezo 1épésként a kondenzor kdézpontositd (centrald)
csavarjainak segitségével a rekesz képét a latotér kdzepére hozzuk (2.90.C abra). Ezutan a lampamezdrekeszt
addig nyitjuk, amig az éppen elhagyja a latoteret.

5. Teljes mértékben kinyitjuk az aperturarekeszt a kondenzoron, majd addig sziikitjiik azt, ameddig a latétérben
a fényer6 csokkenni kezd. Az objektiv feloldoképessége teljesen nyitott apertirarekesznél a legjobb, de ilyenkor
kontrasztja minimalis, ami a tajékozodast megneheziti. Az apertirarekesszel igazabol egy olyan koztes helyzetet
hozunk Iétre, amelyben a feloldoképesség (felbontoképesség) még megfeleld, ugyanakkor a kontraszt is kielégitd
(2.90.D abra).

W
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2.90. abra. A mikroszkop Kohler szerinti beallitdsanak f6 1épései: a kiindulasi allapot egyenetlen megvilagitassal
és ¢lességgel (A); a mezorekesz lesziikitése és szegélyének élesre allitasa: egyértelmil, hogy az objektivbe érkez6
fénykup tengelye nem esik egybe az objektiv tengelyével (B); a kondenzor kézpontositasa a beallitocsavarok
segitségével, a megvilagito fénykapot a latotér kozepére allitjuk (C); a mezdérekesz kinyitasa és a kondenzorblende
beallitasa utan a latotér egyenletesen megvilagitotta valik, a kép részletgazdag és mindeniitt éles (D)

Specialis mikroszképtipusok és mikroszkoépi
eljarasok

. s m . p . . 22
Mikroszképi rajzoléeszkoz (camera lucida™)

Ez egy olyan, a fénymikroszkopokhoz csatlakoztathato eszkdz, amellyel a mikroszkopi preparatumrol pontos rajzot
keszithetiink. A tubushoz csatlakoztathato eszkozben 1évé tiikor, néhany lencse és egy félig dtereszté prizmapar
segitségével a mikroszkop melletti asztalfeliilet, illetve az erre helyezett papir és a papirra helyezett ceruza bevetithetd
a mikroszkop latoterébe (2.91. abra). Amennyiben le akarjuk rajzolni egy elagazo nyilvanyrendszerrel rendelkezé
neuron képét, a camera lucida segitségével ezt maximalis pontossaggal megtehetjiik.

Az eszkoz haszndlatanak akkor volt nagy jelentésége, amikor a fotoanyag ritka és drdaga volt, valamint olyan
fényképezégépek nem alltak rendelkezésre, amelyeket mikroszkopra szerelve lehetett volna hasznalni.
A rajzald

rajztubus

i / \
D I N e

lemcsék

minta —

3 | 3

rajefelszin
megvildgitas C 1 !/ .

2.91. abra. A camera lucida elve (A), Cajal egyik ilyen késziilékkel rajzolt rajza (Purkinje-sejt) és az alkoté maga
sajat laboratoriumaban (C)

A keésziiléket, masfajta kialakitassal alakok, személyek rajzolasahoz is felhasznaltak (2.92. abra).

22 camera: kamra, lucida: vilagos
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2.92. abra. Portré rajzolas camera lucida segitségével

A faziskontraszt mikroszkop

Frits Zernike (1888-1966) alkotta meg a faziskontraszt mikroszkop miikodését meghatarozo fizikai alapokat.
Ennek alapjan magat a késziiléket 1936-ban vitte piacra a Zeiss, természetesen Zernikével kar6ltve. Zernike 1963-
ban Nobel dijat kapott (2.93. abra).

2.93. abra. Frits Zernike Nobel-dij Bizottsagnak leadott fényképe az alairasaval

A faziskontraszt mikroszkdp mitkodését a maga fizikai, miiszaki részleteiben nem irjuk le; csak a leglényegesebb
vonatkozasokra tériink ki, amit egy biologusnak is ajanlatos tudnia.

A mikroszképpal atlatszo €16 sejteket és szoveteket festés és minden egyéb kezelés nélkiil is vizsgalhatunk,
méghozza a felbontoképesség csokkenése nélkiil.

Vannak olyan targyak, sejt- és szovetrészek, amelyekben a készitményen, illetve annak részletein athalado fény a
mintaban 1évo részek stirliségkiilonbsége miatt faziseltolddast szenved. A faziseltolédasokra az emberi szem nem
érzékeny, ezért a faziseltéréseket okozo strukturdkat egy egyszerti fénymikroszkopban nem latjuk. A faziskontraszt
mikroszkop a faziseltéréseket intenzitasbeli, azaz kontrasztkiilonbségekké alakitja, amit mar latunk, érzékeliink
(2.94. abra). Erre utal a neve is: faziskontraszt.
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2.94. abra. Faziskontraszt felvétel: festetlen, é16 sejtben jol lathatok egyes sejtszervecskék, fagocitalt
taplalékszemcsék (sargasbarna beltartalma vakuolumok), a sejthartya és a vékony axopdodiumok (napallatka,
Heterophrys myriapoda)

A faziskontraszt berendezést altalaban kiilon készletként lehet megvasarolni, de olyan mikroszkdpok is 1éteznek,
amelyekbe ez az egyiittes gyarilag be van épitve, vagy amelyet kozvetleniil faziskontraszt mikroszkopként gyartanak.
Mi van egy ilyen felszerelésben?

Van benne egy zold sziird, ugyanis a zold szin alkalmazasa mellett a legintenzivebb a fazishatas.

Van benne egy specialis, forgathaté faziskondenzor. Ebben kiilonbozé gylirti alakt, fényt ateresztd részek
(4gynevezett gyiiriidiafragmak) vannak (2.95.C abra). A gy(riikon kiviili teriiletek feketék, a fényt nem eresztik
at.

Felszerelés elott tartsuk a fény felé a kondenzort, agy, hogy a 0 jeld, ,,iires” szektort allitsuk be. Egyenletesen
megvilagitott teriiletet latunk, olyat, mint akarmelyik mikroszkopban. Az 1. jelii szektor beforgatasaval egy
viszonylag nagy atmér6jii fényt ateresztd gytrit latunk. Ez valo a 10-szeres nagyitasu objektivhez. A 2. jelii szektor
beforgatasaval a kép ugyanolyan, mint az el6z6 esetben, de a fényateresztd gytiri atmérdje kisebb. Ezt alkalmazzuk
a 20-szoros és 40-szeres nagyitasu objektivekhez. A 100-szoros nagyitasu objektivek hasznalatakor forgatjuk be

a 3. jelt szektort (2.95. abra).

kendenzor
centrald
csavar

crer
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A gytrt alaku fényateresztd részek miatt a kondenzor a tubusba egy hengerpalast vagy kuppalast alaka fényt vetit
(2.96. abra).

Most nézziik meg a fazisobjektiveket! Ezeket a fény felé tartva némiképp atlatszé gytiriiket latunk az objektiv
latoterében (2.96.C abra). Ezek a rajtuk athalado fényben faziskésést eredményeznek. (Jelentoségét lasd alabb!)

Ha most a helyére tessziik a faziskondenzort, és becsavarjuk a revolver foglalatba a fazisobjekitveket, mikroszkopunk
vizsgélatra kész.

El6szor a kondenzor iires allasa mellett megkeressiik a preparatumot, a késziiléket élesre allitjuk, és beallitjuk a
megyvilagitast Kohler szerint. A tovabbiakban figyeljiink arra, hogy az egyes objektivekhez a nekik megfeleld
kondenzorallasokat alkalmazzuk (lasd fentebb).

A fazishatas elvi alapjai: a megvilagito fény a gyliriidiafragman athaladva, a targy sikjaba fokuszalodva megvilagitja
a preparatumot, illetve annak kozvetlen kornyezetét (2.96.A abra). Ezutan a fény két uton halad tovabb. Egyrészt
a metszet kornyezetében, természetes allapotaban, diffrakcié nélkiil, igy egy henger- vagy kuppalastnak megfeleld
alakzatban éri el az objektivet, és annak fazisgytrtijét (2.96.B abra). Masrészt a preparatumba belépve, annak
atlatszo, de kiilonbozo strtiségl részein athaladva lelassul és igy faziseltolddast szenved a hengerpalastszertien
terjedo, ,,referencia”, direktsugarakkal szemben (2.96.A dbra). A keletkez6 faziseltérést a szem nem tudja érzékelni.
Amennyiben ezt a fazisdifferenciat az objektivbe helyezett fényateresztd fazisgytirti segitségével ¥4 hullimhosszal
megndveljiik, a referenciafény és a metszeten athaladé fény kozott interferencia (erésités vagy kioltas) 1ép fel
(2.96.B abra), és a keletkez6 kép a faziskésést okozo helyen kornyezeténél kontrasztosabb lesz (2.94. abra).

A ] nterferencia C
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divekt sugarak fényforrds

2.96. abra. A faziskontraszt mikroszkdp miikddési elve: egyes, a fényforrdsbdl a kondenzoron at érkez6 sugarak

a mintan faziskésést szenvednek, amit az objektiv gyliridiafragmaja megndvel (A); a késést nem szenvedo és az

adott hulldmhosszal kés6 sugarakat az objektiv fokuszalja (B): itt a fellépd interferencia kovetkeztében a talalkozo

hullamok vagy kioltjak, vagy erdsitik egymast (kontraszt alakul ki); gytradiafragmak feliilnézeti képe rajzon és
a valosagban (C)

KOMDEMZOR

A polarizaciés mikroszkop

A késziiléket tobbnyire mar eleve ilyenként gyartjak, de vannak olyan polarizacids készletek, amelyeket
fénymikroszkdpokra szerelve eszkoziinket polarizacios mikroszkdpként is hasznalhatjuk.

El6szor roviden néhany alapfogalom a fénypolarizaciordl. A fény a terjedés sikjara merélegesen, s egyben a tér
minden irdnyaban rezeg. Ha a fény ttjaba polarizaciés sziirét helyeziink, a sziir6 — amelyet egy racshoz is
hasonlithatunk — a minden iranyban rezgé fénybdl csak egy rezgéssiknak megfelelden, a racsok kozott engedi at
a fényt. Az ilyen fényt polarizalt (sikban polarizalt), azaz csak egyetlen sikban rezgd fénynek nevezziik. A sima
felszinekrdl (ivegfeliiletek, nem hullamzo vizfelszin stb.) visszaverddé csillogd fény ugyancsak polarizalt.
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Ha a polarizalt fény Gtjaba egy masik polarizacios sziirét helyeziink, a szlir6 (récs) allasatol fiiggden a fény vagy
tovaterjed, vagy képtelen atjutni a szlirén. Az el6bbi esetben a két racs parhuzamos allasu, azaz pl. mindkettd
kelet—nyugati helyzetben van, az utobbiban keresztezett helyzetii. Ez azt jelenti, hogy ha az egyik sz{ir6 kelet-nyugati
helyzetben van, a masik észak—déli orientacidval rendelkezik (2.97. abra).

A Polarsziig o
:R"'.i.l'.lz.\tr_; r}

."e'rljr-sllif‘1I e

flggdleges sikban
polarizalt fénysugar

ezek utjat lezarhatjuk, igy a keresztbe allitott sziir6k rendszerén egyetlen fénysugar sem hatolhat at (A). A feliileti
csillogas kialakulasanak megakadalyozasara egyes monitorok polarizalt fényt bocsatanak ki, amelyet megfeleléen
elforgatott polarizacios szlirdvel kiszlirhetiink. A B abran a sziirke, monitor elé tartott lapok a sziirék. ,,Racsozatuk™

s

ez anyil a monitor altal mutatott zold nyilakkal parhuzamosan all, de amikor azokra merdleges a pozicioja, egyetlen
fénysugar sem jut el hozzank

A polarizacios mikroszkopban két polarizacios sziiré van. Az egyik a targy alatt (polarizator), a masik pedig az
objektiv felett (analizator) helyezkedik el (2.98. abra). Amennyiben a két sz{ir6 (,,racs”) parhuzamos allasu (pl.
mindkett6 ugymond kelet—nyugati iranyt1), akkor a latoteriink vilagos lesz. Ha a két szlird (,,racs”) keresztezett
helyzetben van, azaz a polarizator kelet—nyugati, az analizator észak—d¢li allasu, latotertink sotét.
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forgatd kar

2.98. abra. Mikroszkop polarizacios felszerelése: polarizator (amely egy dsszetett kondenzor része, kihajtottuk,
rajta egy kis kar van, amellyel elmozdithato), analizator (foglalatat nem toltuk be teljesen a helyére, hogy a sz{ir6
lathato legyen,) és forgathato targyasztal

Ha a targyasztalon vagy a metszetben kettésen toro targy vagy targyrészlet (pl. valamilyen kristalyos anyag, vagy
nagymértékben rendezett struktura: harantcsikolt izomszovet, idegrostok egyiittese, csont- vagy porcszdvet) van,
a kettdstoréssel rendelkezd részletek a sotét latotérben felfénylenek (2.99. dbra).

Ennek magyarazata az, hogy a kettdsen tor6 targyak megvaltoztatjak a rajuk esod, rajtuk athalado polarizalt fény
sikjat, amely ennek kovetkeztében képes athaladni az analizatoron, és igy lathatova valik.

Hogy ez a felfénylés lathato-e, az attol is fligg, hogy a mikroszkdp targyasztala milyen allisban van. Ha a
targyasztalt korbeforgatjuk (ennek lehet6ségét 1. 2.98. abra), a kettOstoré minta egyszer kivilagosodik, majd elsotétiil.
Ebbol kovetkezik, hogy a kettOstorés észlelése attol is fiigg, hogy a targy az analizatorhoz képest milyen helyzetben
van.
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2.99. abra. Fogcsiszolat polarizacids mikroszkoépban: ugyanazon részleteknek a képe parhuzamos (A, C) és
keresztezett (B, D) szlirdallasnal: a fehér nyilak olyan részletekre (dentincsatornakra) mutatnak, amelyek a
keresztezett allasnal fénylenek, mig a hattér itt sotét

A differencial interferencia kontraszt (DIC) mikroszkop

Festetlen, attetszo, atvilagithato mintak (egysejtiiek, kenetek, kisebb dallatok, metszetek) vizsgalatara alkalmas
berendezés, amely hasonlo képet alkot, mint egy faziskontraszt mikroszkop, de ez a kep csillogo fényudvarok (2.100.
abra) nélkiili.

A mikroszkop polarizalt fényt dallit elo, amelyet egy specidlis prizma két, egymdasra merdleges sikra terel. Ezzel
vilagitiuk meg a targyat. Ennek bizonyos pontjai az egyik sugdrmenetben faziseltolodast okoznak a masik, ugynevezett
referenciasugdrhoz képest. Ha ezutan a merdleges siku sugarakat egymdsra vetitjiik, azaz egy ujabb prizmaval
egyesitjiik, akkor mivel mar azonos sikban folytatjak utjukat, interferencia léphet fel kozottiik. Ez a két sugarmenet
egymdsra vetitett képét hordozo, egyesitett sugar még egy polarizacios sziiron dathaladva (itt nem részletezett
modon) veégiil is térhatdsu képet alakit ki (2.100. és 2.101.abra).

Az eljaras, illetve a mikroszkop mdsik neve Nomarski interferencia kontraszt (NIC) mikroszkop.
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2.100. abra. Egysejtii DIC felvétele: a kép részletgazdag, a sejtalkotok kitlinden latszanak rajta (Zetrachymena
faj)

2.101. abra. Festetlen metszetrdl késziilt DIC felvétel (dohanyszender larva, vedld stadium)

Az ultramikroszkop

Az ultramikroszkopot Henry Siedentopf (1872—1940) és Zsigmondy Richard (1865-1929), Nobel-dijas (1925)
kolloidkémikus (2.102. abra) fejlesztette ki a Zeiss miivekkel kar6ltve.
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2.102. abra. Zsigmondy Richard portréja és az ultramikroszkop vazlata

Alapelve a kdvetkez6. Amennyiben egy oldatban a részecskék mérete nem haladja meg a megvilagité fény
hullamhosszat (kb. 500 nm-es méretrél van sz6), az adott részecske nem lathatd. Ha viszont a rendszert oldalrol
erés fénnyel vilagitjuk meg, és ezzel fényszorddast és visszaverddést okozunk, a fenti méretnél sokkal kisebb
részecskék is megfigyelhetévé valnak. Ezen, a hétkoznapi €letbdl is ismert, igynevezett Tynda1123-jelenségen
(2.103. abra) alapul az ultramikroszkop mikodése. A késziilekkel folyadékokban a Brown-féle mozgas is
érzékelhet6ve valik, és aeroszolok, valamint kolloid oldatok is vizsgalhatok.

2.103. abra. Tyndall-jelenség: fényszorodas a levegd szabad szemmel nem lathaté részecskéin

A sotét latéterii mikroszkop

Ebben a vizsgalati modban a kondenzorbol kilép6 erds fénnyel oldalrol és kis szogben vilagitjuk meg a targyat.
A sotét latoteri kondenzor specialis kiképzése miatt a megvilagitd fény nem jut be az objektivbe. Ha viszont ez
a fény a targyasztalon 1évo kis részecskéken, csillokon szorodik, a fényszorodast okozo strukturak a sotét latdtérben
felragyognak (2.104. dbra). A sotét latoterti mikroszkoppal kitiinden vizsgalhatok egysejtiiek, csillos egysejtiiek,

23 John Tyndall (1820-1893) ir fizikus volt
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€16 csillos struktarak, attetszé embriok és kisebb larvak (2.105. abra). Hatranya a modszernek, hogy a csillogas
miatt a felszin alatti struktirak nem figyelhetok meg.

OBJEKTIV
Li e VU
-H-|‘-.:|r:-:|‘.l,:. LroOrGdG 'Il ||I
sugarak I'| |
W/
II'II
lervcsék
KONDENZOR

diafragma e

2.104. abra. A sotét latoterii mikroszkop mikodésének alapja: a kondenzor specialis rekesze (diafragmaja) azokat
a sugarakat sziri ki, amelyek az objektivbe jutnanak, igy csak a targy pontjain szorodo6 fénysugarak vesznek részt
a kép kialakitasaban

2.105. abra. Szelvényszamot érint6 fejlodési rendellenesség kimutatasa sotét latotér alkalmazasaval: az A képen

fehér nyilhegy mutat oda, ahol a B dbran szerepld kontroll allatban egy kotdszoveti sovény huzodik: a bal oldali

allatban tehat ennek a sovénynek a hianyat latjuk, ami az itteni 6scsigolya allomany, azaz egy szelvény hidnyara
utal (zebrahal embriok)

A fluoreszcens mikroszkép

A fluoreszcencia jelenségér6l, a fluoreszcens mikroszkop felépitésérdl, a mintak készitésének modjardl —a modszer
széles korli alkalmazasi lehetOségei és jelentdsége miatt — kiilon, a 3. fejezetben szolunk részletesen.

Kérdések és feladatok

. Mire kell tigyelniink a szdvettani mintavétel kapcsan?

. Milyen médszerekkel lehetséges €16 sejtek vagy szovetegylittesek vizsgalata?

. Mit neveziink vitalis festésnek, és milyen festékanyagok alkalmazhatdk erre a célra?

. Mit tud a vérkenetek vizsgalatarol, milyen modon kell elkésziteni egy kenetet?

. Milyen vérkenet-festési modszereket ismer?

Mondjon példat exfoliativ citologiai vizsgalatra, aspiracios biopsziara és elemezze a felhozott példakat!

A I S I A A e
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7. Mondjon példat egésztest-készitmények eldallitasara és festésére, alkalmazhatosagara!

8. Mikor alkalmazhatunk ¢s alkalmazunk autoradiografids modszereket, és milyen esetben lehet sziikségiink
korrozios készitmények eldallitasara?

9. Mit jelent a mikrotechnika fogalma? Mi az eljaras f6 célja? Mit nevezilink miterméknek?

10. A szdvettani metszetek készitésének kezdeti 1épései: a mintavétel, a fixalas és a kimosas. Mondjon példat
fixaloszerkre és fixalo keverékekre, indokolja meg, hogy a legtobb esetben miért elonydsebb a fixalo keverékek
hasznalata! Mit neveziink hordozo6 oldatnak, s miért adjuk a rogzitdh6z? Mi az immerzios és a perfuzios fixalas
Iényege? Mit takar a kimosas fogalma, s mért van ra sziikség?

11. Mutasa be a viztelenités és a beagyazas Iépéseit, a paraffin blokk eléallitasaval bezarolag! Melyek azok a fobb
hibak, amelyek elkeriilésére gondot kell forditanunk? Mik a beagyazodszerrel szemben tamasztott {0
kovetelmények? Nevezzen meg beagyazoszereket! Foglalja dssze roviden a beagyazo automatak mikodését!

12. Mutassa be réviden a mikrotomok tipusait és alkalmazhatosagukat! Mi a vibratom? Mi hatdrozza meg azt, hogy
melyik eszk6zzel dolgozunk?

13. Milyen vastagok a fénymikroszkopos metszetek? Mik az ugynevezett félvékony metszetek és milyen esetben
készitiink ilyeneket? Hogyan rogzitjiik a paraplasztos metszeteket a targylemezre?

14. Hogyan készitene szovettani vékonycsiszolatot? Egy ilyen készitmény milyen vizsgalatokra alkalmas?

15. A szovettani metszetek festése és lefedése: melyek a leggyakoribb festési eljarasok, mit tud ezek
alkalmazhatosagarol? Mi a mikrotechnikai festékek alkalmazhatésaganak alapja? Mutasson be altalanos
tajékozodasra alkalmas festés(eke)t, nevezze meg a festékeket és irja le a festés eredményét!

16. Nevezzen meg specialis kimutatasokra alkalmas festési eljarasokat a festékek megnevezésével és a festés
eredményének bemutatasaval!

17. Milyen kovetelményeket tamasztunk a lefed6 anyagokkal szemben?

18. Mit jelent a hisztokémia kifejezés és milyen esetekben alkalmazunk hisztokémiai modszereket? Mutasson be
harom ilyen modszert!

19. Milyen miitermékek keletkezhetnek a szdvettani feldolgozas soran, milyen okokra vezethetdek vissza ezek a
jelenségek és miképpen lehet ezeket kikiiszobolni?

20. Tekintse at a fénymikroszkopok kialakulasanak torténetét és a mikroszkopépités és tervezés néhany uttdrdjének
munkassagat!

21. Mit tud az optikai lencsékrol, a fénytdrésrol és a képalkotas torvényszeriiségeirdl?

2. Mik a fobb lencsehibak és mik ezek tiinetei és okai?

23. Hogyan épiil fel egy modern fénymikroszkop, mik az egyes alkotorészek funkci6oi? Mik a mikroszkdp
beallitasanak fobb 1épései? Ismertesse a Kohler-féle modszer 1ényegét!

24. Mit tud az adott tubushosszal rendelkezd, illetve a végtelenre korrigalt lencsékkel dolgozd mikroszkopokrol?

25. Milyen felépitésii egy fénymikroszkop fényforrasa? Mi a szinsziirdk jelentésége és milyen a kondenzor felépitése
€s ez utobbi szerepe a mikroszkop mitkodésében? Mi a lampamezdrekesz és az aperturarekesz jelentdsége? Mit
tud a mikroszkopok targyasztalarol és a metszetek mozgatasarol?

26. Mit tud a mikroszkopok objektivjeir6l? Milyen feliratok szerepelnek az objektiveken és mi ezek jelentése?

27. Ismertesse az okularok elemeit, az okular jelentGségét és tipusait!

28. Az immerzios lencsék és ezek alkalmazasanak alapja: miért van sziikséglink az immerzids olajra? Milyen
igényeket tamaszt a mikrofelvételek készitése, mire kell tigyelniink?

29. Elemezze a mikroszkopi kép keletkezésének folyamatat! Mit tud a sotét latotert mikroszkoprol és ennek
jelentdségérol, alkalmazhatosagarol?

30. A mikroszkopi rajzolas eszkdze és jelentsége: milyen eszkdz a camera lucida?

31. Mutassa be a faziskontraszt mikroszkopot: mi a miikddési elve, milyen a kondenzora és az objektivjei, mi a
felhasznalasai kore?

32. Ismertesse a kettdstorés jelenségét, a polarizacidos mikroszkop felépitését, ennek felhasznalasi korét és miikddési
elvét!

33. Réviden mutassa be az ultramikroszkopot! Min alapszik a miikddése? Mit takar a DIC betilisz6? Milyen
objektumok vizsgalatara alkalmas az ilyen mikroszkop?
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3. fejezet - Fluoreszcens modszerek
Csikés Gyorgy
Bevezetés

A sejtekben és részben a bel6liik felépiil6 szovetekben zajlo sejtbiologiai folyamatokban részt vevd géntermékek
jelenlétének, lokalizacidjanak és funkciojanak vizsgalatara két nagy, szamos ponton érintkezd és egyiittmik6do
metodikai lehetdség kinalkozik: az immunbioldgiai, illetve a genetikai alapon nyugvo vizsgalati modszerek. Ezek
alkalmazasa esetén egy adott gén (DNS-szekvencia), vagy annak kiilonb6z6 szintii termékének (mRNS, egyszert,
illetve Osszetett fehérje) jelenlétére, sejten, vagy szoveten beliili elhelyezkedésére (lokalizacidjara), illetve
transzportjanak dinamikajara, mas molekulakkal valé kdlcsOnhatasaira (interakcioira), valamint egy vizsgalati
idészakon beliil torténd keletkezési és/vagy lebomlasi sebességére (turnoverére) kovetkeztethetiink.

Ahhoz, hogy egy bizonyos szdvet- vagy sejtkomponenst detektalni vagy vizsgalni tudjunk, azt egyértelmiien,
megbizhatoéan és lehetdleg tartosan meg kell jelolniink. Ha az alkalmazott jeldl6anyag kozvetleniil kotodik a
szovetek vagy sejtek bizonyos alkotéelemeihez vagy (enzimek esetében) azok aktivitasahoz, és lathaté fényben
teszi lehetévé a targy mikroszkopos vizsgalatat, akkor klasszikus hisztologiai vagy enzimhisztologiai eljarasrol
beszéliink. Ha viszont a jelolésre kivalasztott molekula ultraviola (UV) vagy lathaté fénnyel gerjesztve lathaté
fényt bocsat ki (emittéll), ¢és ez utobbi teszi lehetdvé szamunkra a megjelolt sejt-, ritkabban szoveti komponens
vizsgalatat, akkor fluoreszcens metodikaval allunk szemben. Mivel a fluoreszkalé molekulak csaladja igen nagy,
és nem csak természetes, hanem szamos tervszeriien eldallitott szintetikus vegytiletet is magaba foglal, ezért a
veliik lefedhetd alkalmazasi teriilet joval szélesebb, mint a klasszikus hisztoldgiai technikaké.

A szamunkra lathatd fény (elektromagneses sugarzas) hullamhossztartomanya kb. 380-760 nm kozott van. Ha
ebben a spektrumban mindenhol egyenletes intenzitast a sugarzas, akkor a fényt (vagy a fényt visszaver6 targyat)
fehér szinlinek latjuk. Ha viszont a megvilagitott targy bizonyos hullamhossziisagli tartomanyokban jobban
abszorbealja (azaz véglegesen elnyeli) a fénysugarakat, mint a tobbiben, akkor azt a targyat szinesnek fogjuk latni.
Példanak okaért, ha egy anyag erGs elnyelést mutat a kék (420—480 nm) és a zold (510-570 nm) tartomanyban,
akkor az az anyag szamunkra piros szinben jelenik meg.

Altalanossagban azokat a molekulakat, vagy molekularészleteket, amelyek képesek a lathatd spektrumbol
meghatarozott hulldmhosszisagu fényt abszorbealni, kromoféroknak nevezziik.

Ezzel szemben fluorokrémoknak nevezziik azokat a vegylileteket, amelyek megvilagitva, az oket fotonok
formajaban elérd energiat nem nyelik el véglegesen, hanem ezt felvéve gerjesztett allapotba keriilnek, majd igen
rovid idé mulva a felvett energiat mas hullamhosszu fény formajaban kisugarozva visszatérnek az alapallapotukba.
A folyamat masodik felének (a gerjesztett allapotbol az alapallapotba vald visszatérés) torténéseit fluoreszcencia
elnevezés alatt foglaljuk 6ssze.

A fluoreszcencia jelenségét mar nagyon régota ismerik: a rank maradt els6 irdsos, spanyol nyelvii emlitése az
1560-as évekbdl szarmazik, amikor is elobb Bernardino de Sahagun (3.1. abra), majd par évvel késébb Nicolai
Monardis (3.2.4bra) vetette papirra érdekes megfigyelését, miszerint a Pterocarpus indicus, valamint az
Eysenhardtia polystacha2 nevii fakbol készitett, vesegyogyitd fézet (a neve: Lignum nephriticum) erds napsiitésben
kékes fényt mutat’. Az évszazadokkal késSbbi kutatasok feltartak, hogy a jelenséget egy fluorokrém, a matlanin
nevi flavonoid oxidalt formaja okozza.

! emisszi6: a gerjesztés megsziinte utan kibocsatott sugarzas
2http://enAwikipedia.org/w/index.php?titleZEysenhardtia polystacha&action=edit&redlink=1
3 Valeur és Berberan-Santos, 2011.
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3.1. abra. Bernardino de Sahagun (1499-1590)

3.2. abra. Nicolai Monardis (1493—1588)

A fluoreszcencia sajatossagai

A XIX. szdzadban sorra fedezték fel a fluoreszkald anyagokat, igy a fluoritokat, a klorofillt és a kinint. A
fluoreszcencia esetében tapasztalhatdé hullamhossz-eltolddas tudomanyos értelmezése és alaptdrvényének
megfogalmazéasa George Stokes (3.3. abra) alapos kutatdsainak koszonhetd. 1852-ben publikalt ,,Refrangibility”
cimll cikkében 6 hasznalta elészor a fluoreszcencia kifejezést, és késébb ugyancsak az & vizsgalatainak
eredményeképpen valt vilagossa az, hogy a gerjesztdé fény frekvencidja altalanossdgban mindig nagyobb,
hullamhossza pedig kisebb, mint az emittalt fény¢ (Stokes-szabaly, Stokes, 1852).

3.3. abra. George Gabriel Stokes (1819-1903)
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A fluoreszcencia jelenségének korszeri, az alabbiakban vazlatosan ismertetett, elektron-szintl magyarazata
Aleksander Jablonski (3.4. abra) lengyel molekularis fotofizikus munkaja soran kristalyosodott ki*. 1933-ban
publikalt nevezetes diagramja (3.5. abra) szamos formaban talalhatd meg a kiilonb6z6 tankdnyvekben.

3.4. abra. Aleksander Jablonski (1898—1980)

A fotokémiai jelenségek korébe tartozo fluoreszcencia az erre alkalmas molekulakban egy kétlépéses folyamat
UV fénnyel megvilagitott molekula (ritkdbban atom, vagy nanorészecske) valamely kiilsé palyan tartozkodo
elektronja felveszi (abszorbedlja) az 6t elérd fotonok energiajat (hv), és emiatt képes lesz az eredeti S (alap-singlet)
allapotahoz képest egy magasabb energiaszintii palyara (S;) ugrani (3.5. abra). Ezt a rendkiviil rovid id6 (10'15
szekundum) alatt bekdvetkez6 folyamatot gerjesztésnek vagy excitacionak nevezzik.

Az S1 pozicioba kertilt elektron helyzete azonban két ok miatt is instabil: egyrészt, mivel az eredeti palyajan egy
betdltetlen hely marad utana, masrészt pedig, mert az 0j palyan sem a legalacsonyabb energiaszintre, hanem
altalaban annal magasabbra keriil. Innen egy igen rovid (10'12 szekundum) ideig tartd, és energiavesztéssel jaro
bels6 konverzié (egyfajta ,,vibracids” mozgas) utan eléri az S1 palya legalso energiaszintjét. Ennek soran a leadott
energia egy részét atveszik a kornyezetében 1évo (pl. oldodszer) molekuldk, masik hanyada hé formajaban tavozik
a rendszerbdl.

ey

Ezutan, a folyamat masodik 1épéseként, az elektron a legals6 S; szintr6l zuhan vissza az eredeti S, pozicidjaba.
Mivel ez a fluoreszkalas leglassubb 1épése (10'8 szekundum), ezért egyuttal ez lesz az Sy = Sy = S, folyamat

sebességmeghatarozo reakciodja is.
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4 Valeur és Berberan-Santos, 2011
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3.5. abra. Gerjesztéskor az S energiaszinttel jelzett palyak valamelyikén (0-5) elhelyezkedd elektron egy vagy
tobb foton energidjat abszorbealva a magasabb energiaszintli S| palyak (0-5) egyikére ugrik fel. Innen el6szor a
vibracids veszteség miatt a legalacsonyabb szintii S| palyara keriil, majd ezt kovetden tér vissza az S, palyara,
mikozben a gerjesztéskor felvett energia maradékatol fotonok leadasaval szabadul meg (fluoreszcencia).

A belso konverzional tapasztalttal szemben az Sy és az S, allapotok kozotti energiakiilonbségtol a gerjesztett
molekula fotonok és ho leadasaval szabadul meg. Erésen leegyszeriisitve, a folyamat a kdvetkezoképpen irhato
le:

Gerjesztés: Sg + hvg, = Sy,

ahol /1 a Planck-allando, v, pedig a gerjesztd fény frekvenciaja.
Emisszié: S; = Sy + hv,y, + ho,

ahol v, az emittalt fény frekvenciaja.

Természetesen a vibraci6 és a hd formajaban torténd energiaveszteség miatt az emisszio soran kibocsatott fotonok
energiaja kisebb lesz, mint a gerjesztési folyamatban részt vevo fotonoké (hve, > hv,,,). Ebbdl kdvetkezden az
emittalt fény frekvenciaja Kisebb, a c=\v 0sszefiiggés miatt pedig a hullimhossza nagyobb lesz, mint amilyen
a gerjeszt6 fény¢ volt, vagyis megvaltozik a lathat6 tartomanyban észlelhetd szine.

Fluoreszkald molekulak

A fluoreszcencia jelemsége az elnevezését a kalcium-fluorid (CaF,) kristalyrol kapta, amely UV fényben élénk
kék szinben mgyog5 (3.6 abra). Felhivjuk azonban a figyelmet arra, hogy ez a jelenség csak a megvilagitas
(gerjesztés) idotartama alatt tapasztalhatd, azutan gyorsan halvanyul, tehat tulajdonképpen a kalcium-fluorid kristaly
foszforeszkal!

A foszforeszcencia és a fluoreszcencia jelensége egyarant a fotolumineszcencia korébe tartozik. Kozottiik az
alapvet6 kiilonbség a gerjesztett allapot élettartamaban van: a foszforeszkaldo molekulak a gerjesztés alatt vilagitanak,
de ezt koveten gyorsan elhalvanyulnak. A fluoreszkalo kristalyok és molekuldk a gerjesztett allapotukat tovabb
megorzik, igy a gerjesztés utan még hosszabb ideig képesek fényt kibocsatani (emittalni). A fluorszcencia lenevezés
annak ellenére megmaradt, hogy a kalcium-fluorid ,,csak” foszforeszkalni képes.

3.6. abra. A kalcium-fluorid UV fényben

A biolégiai vizsgalatok szempontjabol fontos fluoreszkaldé molekuldk elsdsorban a szerves vegyiiletek és a
makromolekulak korébol keriilnek ki. Ezek szinte kivétel nélkiil tartalmaznak aromas, homo- vagy heterociklikus
gylriit vagy gytriket, mivel ez utobbiakban 1évd delokalizalt elektronok kénnyen gerjeszthet6k. A mikroszkopos
vizsgalatokhoz hasznalt els6 fluorokromok kozott volt a fluoreszcein-izotiocianat (FITC) és az akridinoranzs (3.7.
abra).

5 A fluorszcenxia név alapja a fluor (F) atom neve.
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3.7. abra. A fluoreszcein-izotiocianat (balra) és az akridinoranzs képlete (jobbra)

Az August Kohler, Henry Siedentopf és Carl Reichert altal az 1910-es évek elején a jenai Zeiss iizemben kifejlesztett,
UV fénnyel torténd megvilagitast alkalmazo ,,lumineszcens mikroszkop” elso, bioldgiai célu felhasznaldi kozott
talaljuk Stanislaus von Provazek parazitologust és Siegfied Strugger botanikust. Ok — a lathaté fénnyel mikodd
hagyomanyos mikroszkopokénal nagyobb felbontast ado lumineszcens mikroszkopban — a fenti fluorokromokkal
megfestve vizsgaltak a kiillonb6zo baktériumsejteket, illetve névényi szoveteket.

Bar az idok folyaman egyre tobb fluorokrom molekulat talaltak, illetve szintetizaltak, ezek nem mindegyike volt
alkalmas jeloldanyag a bioldgiai vizsgalatokhoz, mas szavakkal nem minden szempontbdl voltak megfeleld
fluoroforok, vagyis a fluoreszcens jelet a vizsgalandd molekulan hordozé® fluorokrémok. A gondosan megtervezett
fluorofor molekulacsaladdok (1. késobb) létrehozédsa a XX. szazad utolsé harmadanak eredménye.

A kovetkezokben tekintsiik at, hogy milyen elvarasoknak kell megfelelnie egy korszerti, a bioldgiai kutatasban
jol hasznalhat6 fluoroférnak!

A kisméretli, nem fehérje-jellegii fluoreszkaldo molekulak akkor lehetnek jol felhasznalhatok mint fluoroférok, ha:

* huzamosabb ideig tartd gerjesztés utan is excitalhatéak maradnak (azaz nem mutatjak a fotoelhalvanyodas
jelenségét),

 gerjesztés utan nem transzferaljak a felvett energiat a kornyezetiikben 1évé (oldoszer) molekulakra (azaz nem
mutatjak a kioltodas jelenségét),

» megfelel6 kvantum-kitermelési (quantum-yield) hanyadossal rendelkeznek,

* az excitacios és az emisszios maximumuk jol elkiiloniil,

* viszonylag egyszeriien, de stabilan kothetdk a vizsgalando molekulakhoz, illetve reprodukalhatéan halmozodnak
fel a sejtek bizonyos organellumaban vagy kompartmentumaban,

* nem tulsagosan nagy méretiiek, igy nem zavarjak a vizsgaland6é molekula miikodését vagy mozgasat,

* nem (nagyon) toxikusak és

* viszonylag olcson eldallithatok.

Természetesen szamos olyan vizsgalati eljaras van, amelyben nem sziikséges, hogy a felhasznalt fluorofor egyidejiileg
rendelkezzék valamennyi, az elébbiekben felsorolt tulajdonsaggal, sét bizonyos metodikak esetében egyenesen
kivanatos, hogy a fluorofér — megfeleld kortilmények kozott — kiolthatd legyen, illetve hogy képes legyen a
gerjesztéskor felvett energiat — fény emittalasa nélkiil! — egy masik fluorofornak atadni.

A fotoelhalvanyodas jelensége (photobleaching7)

Ez a jelenség hosszabb megvilagitas esetén jelentkezik, és egyediil a molekula felépitésétol, szerkezetétol fiigg.
Vannak olyan fluoroférok, mint példaul a FITC, amelyek viszonylag kevés excitacios-emisszios ciklusban tudnak
részt venni. Preciz fotokémiai mérések szerint az emlitett molekula mintegy 30 ezer ciklus utan egyre nehezebben
gerjeszthetd, mig végiil teljesen inaktivva valik. Ez a jelenség szabad szemmel, a mikroszkopban is megfigyelhetd:
a kezdetben zdldes fényben fluoreszkald jel 20-30 masodperc (!) mulva egyre halvanyabb lesz, majd teljesen
kioltodik, a fekete hattérrel egysziniivé valik. Mivel a kioltoédas folyamata visszafordithatatlan, a kioltoédott
fluorofort tartalmazé teriilet tobbé nem vizsgalhato. A megoldast a minta gyors lefényképezése, vagy a kioltodasnak
jobban ellenalld fluorofor hasznalata jelenti (3.8. abra).

6 phorus (gor.): hordozni
7 bleaching: kifehéredés, kifakulas
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3.8. abra. A folyamatosan megvilagitott preparatumrol kiilonboz6 iddpontokban készitett fényképek sorozatan
latszik, hogy a fotohalvanyodasra hajlamos fluorofor folyamatosan veszit az emisszios képességébdl

Kioltodas (quenchingg)

Az eldbbi jelenséggel ellentétben az elhalvanyodast nem az adott fluorofér sajatossagai, hanem annak kérnyezete
fogja befolyasolni, azaz példaul a vizsgalt minta hdmérséklete, pH-ja, vagy éppen nyomasa. Bizonyos molekulak
eléfordulasa hatarozottan fokozza a quenching elétérbe keriilését, igy példaul a molekularis oxigén, a jodidion,
vagy éppen az elektroforetikus vizsgalatokhoz hasznalt akrilamid jelenléte, ugyanis ezek képesek atvenni a
fluorofortol annak gerjesztési energiajat, amit valamilyen formaban (pl. h6ként) kisugaroznak (disszipalnak).
Ez a jelenség természetesen a fluoreszcens jel lassu elhalvanyuldsdhoz vezet. Bar a folyamat nem teljesen
irreverzibilis, mégis érdemes a lehetdségekhez képest visszaszoritani, amit elsdsorban elhalvanyodast gatld, tin.
antiquenching komponenst is tartalmaz6 lefeddszerekkel érhetiink el.

Kvantum-kitermelés (quantum-yield, @)

Amint az a nevébdl is sejthetd, ez a viszonyszam azt mutatja meg, hogy az adott fluorofér mennyire hatékonyan
képes a gerjesztéskor felvett energiat az emisszio alkalmaval leadni. Ezt szdmos dolog befolyasolja: a molekula
szerkezete, kdtddése a célmolekulahoz, és a gerjesztéskori pozicidja éppugy, mint a kdrnyezet paraméterei (pl. pH
valtozas).

Alapértelmezésben a @ = az emittalt fotonok szima/az abszorbealt fotonok szama 6sszefiiggést jelenti.

Az abszorbedlt fotonok mennyiségét az adott molekula molaris extinkcids koefficiense (¢) hatarozza meg, ezért a
kvantum-kitermelés és a moldris extinkcids koefficiens szorzata az adott molekula fluoreszkalaskor mutatott
fényességet (brightness) adja meg:

Brightness = @ x g;

aminek ismerete fontos adat lehet egy fluoreszcens vizsgalat megtervezésekor.

Az extinkcios és az emissziés maximumok viszonya

Gerjesztéskor az adott fluorokrom nem csak egy adott hullimhosszi fény abszorbedlasara képes, hanem egy
meghatarozott hullamhossztartomanyba esd fényt el is nyel. Ezen jelenség mogott szamos, az abszorpciot befolyasolo
tényezo all. Tobbek kdzott az is, hogy egy adott fluorokrom molekula hogyan helyezkedik el az 6t elérd fényhullam
rezgesi sikjahoz képest, illetve hogy hany darab és milyen energiaju foton felvételére képes. Természetesen ennek
az elnyelési tartomanynak van egy optimalis hullamhosszértéke, amelynél az abszorpci6 intenzitdsa maximalis.
Ez a pont lesz a kérdéses fluorokrom gerjesztési vagy excitaciés maximuma, ahol a legjobban gerjesztheto.
Rendszerint azonban ettél a hullamhosszt6l nem til jelent6sen eltérd hullamhossza fénnyel is kényelmesen lehet
gerjeszteni az adott fluorokromot. Ilyenkor azonban az abszorpcid intenzitdsa nem lesz maximalis — és varhatéan
az emisszioé sem (3.9. abra).

Fluoreszkalaskor sem egyetlen hullamhosszusagl fényt fog az alapallapotba visszatéré molekula kibocsatani,
hanem ismét egy spektrumban fog sugarozni. Ennek is van egy maximumpontja, ahol az emittalt fény intenzitasa
a legmagasabb lesz. Ahogy arra mar korabban utaltunk, és ahogy a Stokes-szabaly is leirja, az emittalt fény
intenzitasi maximumahoz tartozé hullamhossz nagyobb lesz, mint amilyen a gerjesztési fény maximumaéhoz
tartoz6 hullamhossz volt (3.9. dbra). Ez egyben azt is jelenti, hogy az emittalt fény frekvenciaja és energidja is

8 quenching: az emisszio csillapodasa
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kisebb lesz. Ennek értelmében, ha az emberi szem szamara nem detektalhatdo UV fénnyel torténik a fluorokrom
gerjesztése, akkor az emittalt fény hullamhossza jo eséllyel mar a lathato tartomanyba fog esni.

Ha a két spektrumot egymasra vetitjiik, akkor egyrészt jol latszik a hullimhossz-eltolédas (az tin. Stokes-shift),
masfeldl viszont azt is észre lehet venni, hogy a két spektrum egy jelentds teriileten atfed (3.9. bra). Erre az
utdbbi tényre a gerjesztési és a detektalasi feltételek megvalasztasanal oda kell figyelni, és megfeleld sziir6k
kivalasztasaval (1. kés6bb) az atfedési tartomanyba tartoz6 hullamhosszakat — lehetdség szerint — mindkét folyamatbol
ki kell kiiszobolni. Természetesen minél kozelebb van egymashoz egy fluorokrém abszorpcids €s emisszios
maximuma, annal nagyobb az esélye annak, hogy a két spektrum jelentds mértékben atfedjen. Ez komolyan
megnehezitheti, de legalabbis megdragithatja az ilyen fluorokromokkal vald munkat, tehat célszerii olyan molekulat
valasztani, ahol a két maximum hatarozottan elvalik egymastol.

Eelstiv imlercutis

3.9. abra. Az abszorpcios és emisszios spektrumok, valamint azok egymashoz val6 viszonya. A kék gorbe egy
bizonyos flourokrémra jellemz0 abszorpcios, a zold gorbe pedig az emisszids spektrumot abrazolja, a hullamhossz
és a relativ intenzitas fiiggvényében. Az A-C hullamhossztartomanyon beliil ez az adott flourokrom gerjeszthetd,

a legerésebben természetesen az M1 maximumnak megfeleld hullamhosszusagh fénnyel. A B-D tartomany az
emisszios hullamhosszakat foglalja magéaban, amelyen beliil a legintezivebb fénykibocsatast az M2 hullamhossznal
varhatjuk. A B-C hullamhosszak k6z6tt a kétféle spektrum atfed, igy ebben a tartomanyban nem tudjuk megbizhatéan

vizsgalni az adott flourokrommal megjelolt molekulat vagy sejtkomponenst

Kotodés, méret, toxicitas és ar

Bar ezen paraméterek mindegyike fontos a kutatok szamara, sajnalatosan ezek iigyében a dontés a flourokrémokat
és fluoroforokat eléallitdo cégek kezében van. Mivel a cégek kozotti verseny ezen a teriileten jelenleg erds, ezért
igyekeznek termékeikkel minél inkabb kiszolgalni a kutatok €s a kutatas igényeit.

A fluorofor molekulacsaladok

Egy-egy igéretes — a kioltasnak és az elhalvanyodasnak egyarant jol ellenallo, a vizsgalandd célmolekulakhoz
gond nélkiil hozzakdthetd, nem toxikus és megfeleld intenzitasu — fluorokrém molekularis alapvazbol kiindulva,
tervszeri modositasokkal a teljes lathato spektrumot lefed6é molekulacsaladok hozhatok 1étre. A 3.10. dbran a
cianin fluorokromok (C,) esetén vizsgalhatjuk meg, hogy a gylriik szimanak megvaltoztatisa hogyan modositja
az adott molekula abszorpcids és emisszids spektrumat.
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3.10. abra. Az 4bra bal oldalan lathatd, hogy hogyan egészitették ki a Cy3 alapvazat két Gjabb aromas gytriivel
(Cy3.5). A kép jobb oldalan 1év6 szines grafikon segitségével konnyen atlathatjuk, hogy ennek kovetkeztében
hogyan valtozott meg a molekula abszorpcios és emisszios spektruma. A sotétkék gdrbe mutatja a Cy3 abszorpcios,
a vilagoskék pedig az emisszios spektrumat. A Cy3.5 fluorokrémhoz tartozé excitacids spektrumot a vords, az
emisszidsat pedig a lila gérbe mutatja

Az autofluoreszcencia

Az eddig elmondottak értelmében szamos molekula képes az excitaciora és az azt kovetd fényemissziora. A
fluoreszcens vizsgéalatok soran — jobb hijan dnkényesen — meg kell kiilonbdztetniink a szamunkra fontos, informativ
jelet ado fluoreszcenciat a szovet vagy sejt sajat molekuldibdl szdrmazd hattérfluoreszkalastol. Ez az utdbbi,
autofluoreszcencidnak nevezett jelenség leggyakrabban a vizsgélt szovet magas aromds aminosav tartalmu
fehérjéibol szarmazik, és rendszerint homogeén, a gerjesztéfény hullamhosszatol fliggd hattérfestddéskeént jelenik
meg. Célszerlien megvalasztott, ezzel a hattérszinnel megfeleld kontrasztot ado fluorokrom alkalmazasa esetén
kifejezetten segiti a szamunkra érdekes molekula lokalizaciojanak meghatarozasat, mivel szinte kirajzolja a szoveti
hatteret (3.11. abra).

3.11. abra. Egy follikulus keresztmetszete selyemhernyo petefészekbdl. A follikulust kiviilrdl a follikularis sejtek
veszik kortiil, balra fent harom taplalé (nurse) sejt, a kép kozepétdl jobbra lefelé pedig a fejlédo petesejt 1athato.
Azutdbbit a nurse sejtekkel egy gytirlicsatorna koti dssze, az ezt alkot6 egyik fehérje hordozza a fluoreszcens jelet
(piros). A follikulust alkoto sejteket megjelenitd kékes szin az autofluoreszcenciatol szarmazik

Quantum dots

Ezek az aprd, félvezeté nanokristalyok alapvetden kiillonboznek a klasszikus fluoroféroktol. Hogy itt emlitésre
keriilnek, annak az az oka, hogy intenziv fényemisszidjuk és stabilitdsuk miatt egyre tobb bioldgiai kisérletben
helyettesitik — tobb-kevesebb sikerrel — a klasszikus fluoreszkalé molekulakat. Altalanossagban elmondhaté, hogy
hozzavetdlegesen hiiszszor fényesebbek, és mintegy szazszor nehezebben oltddnak ki, mint a jelenleg hasznalt
fluorokromok. Szerkezetiik viszonylag egyszert: a kadmium-szelenid (CdSe) magot egy cink-szulfidbol (ZnS)
allo réteg burkolja, amelyet egy tovabbi lipidkdpennyel boritanak, hogy a nanokristalyok dsszetapadasat meggatoljak.
Természetesen bioldgiai vagy orvosi célra ez utobbit fehérje- vagy mas molekulakbol allo réteggel helyettesitik.
A gerjesztési maximuma mindegyik quantum dot (QD) szemcsének 425 nm kériil van, amde az emisszios
hullimhosszat az adott CdSe mag mérete hatirozza meg: nagyobb atmérdjli maghoz nagyobb emisszios
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hullamhossz tartozik. Igy tehat, amig egy 20 nm (200 angstrém) atmér6jii QD részecske kékes fényt (475 nm) fog
emittalni, addig egy 50 nm atmérdjii mar 600 nm vordset, annak ellenére, hogy a gerjesztéfény hullamhossza
mindkét esetben 425 nm volt (3.12. abra).

475 500 525 550 575 600 625 nm|

3.12. dbra. Kiilonbdz6 méretli quantum dot részecskéket tartalmazo oldatok emisszioja, UV fénnyel torténd
megvilagitas utan. A felsd szamsor a szemcsék atmérdjét mutatja angstromben (1 A = 10 m=10 nm), az also
pedig a hozzajuk tartozd emisszios hullamhosszakat

Bar a QD-ok mérete jelentdsen meghaladja a klasszikus fluorokromok méretét — ez a legjelent6sebb hatranyuk —,
korabban emlitett elonyds tulajdonsagaik miatt mégis egyre gyakrabban talalunk QD-tal jel6lt (masodlagos)
antitesteket (I. Inmunhisztokémia) a vegyszerforgalmazo cégek kinalataban. Ezen tilmenden egyre jelentdsebb
szerepet jatszanak az endocitozisvizsgalatokban, amelyekhez a sejtek altal felvehetd fehérjével boritjak be a QD-
ot, valamint egyes rakterapiakban. Ez utobbi esetben a tumoros sejtekkel nagyméretii QD szemcséket vetetnek
fel, amelyek majd a gerjesztofény hatasara infravords tartomanyban emittalnak. Ez az emisszio jelentds hhatassal
jar, ami megoli a tumoros sejteket.

A fluorokromokkal valé6 munka altalanos
szabalyai

Mint minden reaktiv vegytilet, igy egy adott fluorokrém is hordoz potencialis veszélyeket a veliik dolgoz6 kutatd
vagy laborans szamara. Alapvetd balesetvédelmi szabaly, hogy ezek nem keriilhetnek kdzvetlen kapcsolatba a
veliik dolgozd szoveteivel, kiilondsképpen nem keriilhetnek be a belsé szervek iiregeibe. Megkiilonboztetett
figyelemmel kell kezelni a sejtmagfestékeket, mivel ezek DNS-k6t6 tulajdonsagaik révén potencidlis, vagy éppen
realis rakkelt6 vegyiiletek. Hasznalatukkor a véddkesztyt viselése ajanlott. Mivel ezek a laborbol kikeriilve komoly
veszélyt jelenthetnek a kdrnyezetre, ezért a hasznalt fluorokromokat érdemes 0sszegytijteni, és megsemmisitésiiket
erre specializalodott cégre bizni.

A masik lehetséges veszélyforras a kovetkezd fejezetben targyalt, intenziv UV fényt is kibocsatani képes
fényforrasok jelenthetik. Ezekbe természetesen semmilyen koriilmények kozott sem szabad kdzvetleniil — és
foként nem a lencserendszeren keresztiil — beletekinteni, csupan a veliik gerjesztett fluorokromok altal emittalt
fényt szabad megfigyelni és vizsgalni.

A gerjesztéshez hasznalhaté fényforrasok

Mind elméletileg, mind pedig a gyakorlati megvalosithatosag szempontjabol a fluorokromokat (a biologiai
mintakban) gerjeszteni képes fényforrasokat két nagy csoportba oszthatjuk. Az elsébe azok a klasszikus lampak
tartoznak, amelyek képesek — ha nem is egyenletes intenzitassal — az ultraibolyatol a 1athatd spektrumon at egészen
az infravoros tartomany kezdetéig terjedé hullamhosszsorozatot kibocsatani. A masodik csoport képvisel6i viszont
az el6bbi spektrumnak csupan egy vagy néhany pontjan képesek gerjesztéfényt adni.
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Higanygo6zlampa

Az els6 csoportba tartozo, legelterjedtebben hasznalt fényforras jelenleg is a — mar az 1930-as években felfedezett
— higanyg6zlampa, klasszikus nevén HBO lampa (H = Hg, B = a fényslirliségre vonatkozo jelzés, O = arra utalo
jelzés, hogy a lampa nem igényel kiilon hiitést). Eltekintve szimos hatranyatol (relative rovid — altalaban 400
oras — élettartam, 6nalld tapegység igénye, odafigyelést igényl6 hasznalat, nem valtoztathato intenzitas, és az, hogy
az altala kibocsatott fény nem egyenletesen fedi le a spektrumot), alacsony ara, kis mérete és az, hogy kiillonb6z6
hulldmhosszakon tud gerjeszteni, jelenleg is biztositja népszeriiségét és széles korii hasznalhatosagat.

A rendszerint dupla falt (a belsé kvarciivegbdl és a kiils6 boroszilikat tivegbdl késziilt) gdmbszerti bura ionos
formaban tartalmazza a higanyt, amibdl a két elektroda kozott eléallitott ivfény elparologtat, azaz higanygozt allit
el (3.13. abra).

3.13. abra. A higanygdzlampa: a kép kdzepén jol latszik a kett6s burokban 1évé két elektroda, amelyek kozott
1étrejon az ivfény

Bekapcsolasakor a tapegység nagyfesziiltséget ad az elektrodokra, aminek kovetkeztében a megjelend ivfény
energidja megkezdi a higanygdz eldallitasat, azaz a higany gerjesztését. A lampa belsejében a homérséklet
fokozatosan novekszik, és néhany perc mulva joval meghaladhatja az 1000 °C-ot. Ilyen magas hdmérsékleten a
higanyionok gerjesztése onfenntartova valik, azaz az egyik ion altal emittalt fény képes egy masikat gerjeszteni.
Ekkor az elektrédakra kapcsolt fesziiltség mérsékelhetd; ez manapsag mar automatizalt 1épés. Természetesen a
fesziiltség csak annyira csokkenhet, hogy a folyamat még fennmaradjon, azaz ez az energia fogja potolni a lampat
elhagyo fotonok altal magukkal vitt energiat. A bekapcsolast kdvetéen néhany perc sziikséges ahhoz, hogy a fenti
folyamatok végbemenjenek, és fényforras csak ezt kovetden hasznalhat6. A higanygbzlampa fénye erds, kékesfehéres
szintl, és mivel jelentés mennyiségii UV-t tartalmaz, ezért belenézni nem szabad. Emisszios spektruma széles
(a szokvanyos 100 W-os lampa esetében 230—650 nm), és bar nem egyenletes, a rutinszer(ien hasznalt fluorokromok
gerjesztéséhez megfelel (3.14. abra).

Fontos megjegyezni, hogy kikapcsolas utan 30—40 perc sziikséges ahhoz, hogy a lampa lehiiljon, és a higanygdz
lecsapodjon. Eppen ezért kikapesolas utin azonnal iijra visszakapcsolni a higanygézlampat nem szabad, mivel
ilyenkor a még gbz allapotban 1év6 higanyionok a nagy fesziiltség hatasara talgerjedhetnek, a folyamat
kontrollalhatatlanna valik, ami a lampa felrobbanasahoz vezethet.
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3.14. abra. A 100 W-os higanyg6zlampa emisszios spektruma

A lézer fényforrasok

A higanygbzlampak teljesitménye altaldban elegendd egy fluoreszkalo festékkel megjelolt minta attekintéséhez
¢és konvencionalis vizsgalatahoz. Ha azonban a mintabol csupan egy nagyon keskeny savot (optikai szeletet)
szeretnénk megtekinteni, akkor ehhez egy joval nagyobb teljesitményre képes fényforrasra van sziikségiink, amivel
az adott teriileten hatékonyabb gerjesztést €s er6sebb emissziot tudunk eldidézni. Erre alkalmasak az elsdsorban
konfokalis mikroszképokban hasznalt 1ézerek. Bar ezek felépitésének részletes ismertetése messze meghaladja
ennek a kurzusnak a kereteit, annyit mindenképpen érdemes megjegyezni, hogy a gerjesztés itt is az elektrodak
kozotti fesziiltség hatasara torténik, azonban az emittalt fotonok az un. rezonatorcesé két végén elhelyezkedd tiikrok
kozott ide-oda haladva ismételten gerjesztik az ott 1évo atomokat. Bizonyos paraméterek fenntartdsa esetén az igy
gerjesztett részecskék az abszorbedlttal megegyezd energiaju fotonokat emittalnak, ami tovabb erdsiti a gerjesztési
folyamatot. A fotonok a 1ézer egyik tiikrén keresztiil hagyhatjak el a rezonatorcsd terét, ui. ez egy részben ateresztd
tiikkor (3.15. abra).

{ hélium-neon gdzkeverék \ +

lézerfény

a lézerfényt vezetd csd anod

3.15. abra. A 1ézer elvi felépitése

Ez természetesen azt fogja jelenteni, hogy a 1ézercsében keletkezd (és természetesen az abbol kilépd) fény csupan
egyféle hullamhosszusagl, emiatt monokrém (egyszinii) lesz (3.16. abra). A 1ézer altal kibocsatott fény szine az
alkalmazott gaztoltettdl fligg.

A lézer fényforrasok elénye, hogy stabilak, intenzitasuk igen magas és jol szabalyozhato, a bel6liik kilép6 fény
homogén, koncentralt, jol iranyithat6 sugar. Mivel a fényiik monokrom, ezért egyféle 1ézer csak azon fluorokromok
gerjesztésére alkalmas, amelyeknek gerjesztési maximuma a 1ézer altal kibocsatott fény adott hullamhossziisaganak
a kozelében van. Ennek megfelelden, egy konfokalis mikroszkopot 3-4-féle, egyenként kiilonb6zé hullamhosszisagh
fényt kibocsato 1ézer tud kiszolgalni.
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3.16. abra. A legtobb lézer csak egyféle hulldmhosszisagu (monokrom) fényt képes emittalni

LED fényforrasok

Jelenleg ugy tinik, hogy ezek lesznek a jovo idealis fényforrasai a fluoreszcens mikroszkdpokban, mivel olcsok,
energiaigényilk alacsony, kis tavolsagon beliil elég intenziv monokrom fényt adnak. Szerkezetiik egyszerii: a
miigyantabol késziilt lencse alatt egy félvezeté didda foglal helyet, amely alatt egy pici homoru tiikor talalhato.
Ha az atfolyd aram polaritdsa megfeleld, abban az esetben a didda fényt bocsat ki, amit a segédberendezések
felerésitenek és fokuszalnak (3.17. abra). Mivel nem épitheték be kozvetleniil a korabbi mikroszkdpok
higanygdzlampainak helyébe, ezért foként az Gjabb fejlesztésii mikroszkopokban talalkozhatunk veliik, ahol
altalaban a vizsgalando targy kozelében helyezik el 6ket olyan modon, hogy az éppen alkalmazott fluorokrémnak
megfeleld hullamhosszasagh fényt kibocsatd LED egyszeriien a targy folé illeszthetd legyen.

Epoxi lencse
A didda veeetike

/f Tokor

i Félveretd didda

} Tartikeret

Alaplap

A

3.17. abra. A LED-ek altalanos felépitése

A fényforras helye a fluoreszcens mikroszképokban

Hosszt ideig, egészen a mult évszazad hetvenes éveinek végéig a fluoreszcens mikroszkopokban a fény tutja
megegyezett a lathato fényt hasznald mikroszkopokéval, azaz alulrél, a talp feldl indulva, a kondenzoron keresztiil
érte el a targyat, majd a nem abszorbealt gerjesztéfény a targyon athaladva az objektiven, prizman és az okularon
keresztiil egyenesen a vizsgald szemébe jutott. Azt leszamitva, hogy emiatt a hattér mélyvords szinlinek latszott,
a fényforras altal kibocsatott — foként az UV tartomanyba tartozo — intenziv fény stilyosan karosithatta a megfigyelést
végz6 kutatd szemét.
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Ezt elkeriilendd, a gyartok kifejlesztették az epifluoreszcens megvilagitasi mikroszkopot, amelyben a gerjesztofény
feliilrdl (erre utal az ,,epi” el6tag a mikroszkop nevében), az objektiven at vetiil a targyra, és a nem abszorbealt
excitacios fény a targyon athaladva a kondenzorra, vagy a talpra vetiil, ahol végleg elnyelddik (3.18. abra). A
megfigyelést végz0 személy szemébe az objektiv—prizma—okular itvonalon mar csak a mintaban 1év0 fluorokromok
altal emittalt fény juthat. fgy a hattér feketének tiinik, amelyen a szines jelek még kontrasztosabban tiinnek el6,
illetve nincs esély arra, hogy UV fény juthasson a kutatast végz6 személy latoszervébe.

3.18. abra. Korszeri epifluoreszcens mikroszkop: a mikroszkop mogott lathato sotétsziirke doboz a gerjesztd
fényforrast rejtd lampahaz

A fluoreszcens mikroszképokban alkalmazott
szlirék

Amint az el6bbiekben lathattuk, a fényforrasok egy része (a higanygbzlampa és bizonyos —az eldbbickben nem
ismertetett — 1ézerek, mint amilyen a kripton és az argon) egyidejiileg tobbféle hullamhosszisagu fény kibocsatasara
is alkalmas. Mivel azonban a mintaban jel6léanyagként hasznalt fluorokrém szamara gerjeszt6fényként csak az
olyan hullamhosszusagh fény johet szamitasba, amelyik a sajat excitacios maximuma kornyékére esik, a tobbi,
egy¢b hullamhosszi fény csak lényegtelen vagy zavard tényez6ként lesz jelen a rendszerben. Eppen ezért praktikus
a gerjeszt6fény spektrumabol csak azt a hullamhossztartomanyt a targy iranyaba tovabbengedni, amelyik az
alkalmazott fluorokromot ténylegesen gerjeszteni képes. Ezt a problémat a gyakorlatban az Gin. excitacios sziir6knek
a fényforras és a targy kozé torténd beiktatasaval oldhatjuk meg.

Alapvetden haromféle sziirotipus 1étezik: a short pass, a long pass és a band pass filter. Ezek altalaban 6sszetett,
tobbféle iivegbol sszeallitott szirok.

A short pass filterek — mint ahogy a neviik alapjan is sejtheté — alacsonyabb hullamhossztartomanyban minden
fotont atengednek, de egy fels6 hatar (pl. 550 nm) felettieket mar nem (3.19.A abra).

* A long pass szlir6k éppen ellenkezéleg viselkednek: csak bizonyos hullamhossziisag folotti fényt engednek at
(575 nm-t61 mindent), az ez alattiakat viszont egyaltalan nem (3.19.B éabra).

» A band pass filterek csak a spektrum egy keskeny, alulrél és foliilrdl is behatarolt savjaban engednek at (pl. 540
¢és 580 nm kozott).
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3.19. abra. A short pass és a long pass sziir6k ateresztési tartomanyai: a bal oldali abran jellemzett short pass filter
520 nm-ig valamennyi hullimhosszusagu fényt atengedi, az 530 nm f6lottieket viszont mar nem; a jobb oldalon
bemutatott long pass filter 520 nm alatt semmit sem enged at, mig 530 nm fol6tt mar mindent

Természetesen nemcsak a gerjesztési, hanem az emittalt fény is lehet inhomogén, akar csak amiatt is, mert a
vizsgélati anyag visszatiikrozheti a gerjesztdfényt, amely a detektorba keriilve a kép mindségét rontd hattérzajként
jelentkezik. Ezt elkeriilendd, egy emissziés (vagy mas néven: barrier) filtert kell elhelyezniink a targy feldl érkez6
¢és a detektor iranyaba tart6 fény utjaba.

Ahogy azt ,,A fényforras helye a fluoreszcens mikroszkopokban™ c. részben emlitettiik, a manapsag kizardlagosan
hasznalt epifluoreszcens mikroszkdpok esetében mind a gerjesztési, mind az emittalt fény az objektiven halad 4t.
Ez azt jelenti, hogy valahol, a fényforras, az objektiv és az okular k6zott kell lennie egy olyan berendezésnek,
amely képes irdnyitani a kiilonb6z6 hullamhossziisagh fénysugarakat: a gerjeszt6fényt letereli az objektiven at a
targy felé, mig az onnan ugyancsak az objektiven at érkez6 emittalt fényt atengedi az okuldr iranyaba (3.20. bra).

Excitacios sziird

Higanygbz
Emittilf fény Gerjesztofény limpa

Objektiv

ﬂ /Fiuomhﬁmmaljclﬁlr sejt

\Tﬁtgjrlemez

3.20. abra. A fény utja az epifluoreszcens mikroszkopban

Ez a kiilonleges alkatrész egy dikroikus (sokszor: dikromatikus) tiikor (3.21. abra), egy vékony, ragézoltetett
fémréteget hordozo tiveglap, amely képes arra, hogy az 6t elérd, alacsonyabb hullamhossztartomanyba es6 fénnyel
szemben tiikorként viselkedjen, és azt egy masik iranyba reflektalja, mig az ennél nagyobb hullamhosszusagu
fényt — a sima liveglemezhez hasonldéan — atengedje (3.22. abra). Jellegzetes és fontos tulajdonsaga az tiveglapra
g6z01t vékony fémrétegnek kdszonhetd, és annak anyagatol fiigg, hogy milyen hullimhosszakra hogyan reagal a
dikroikus tiikor.
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3.21. abra. Dikroikus tiikkor

A 3.20. abran a dikroikus tiikrét egy halvanykék szinli vonal jelzi. Itt jol lathatd, hogy a kék szinnel jelzett
gerjesztéfényt az objektiv iranyaba reflektalja, mig az onnan jov6 emittalt zold szini fénysugarakat — gyakorlatilag
veszteség nélkiil — atengedi az okular felé.

| 'E

fritrt

T T 3 =T T Y
$20nm 530 mm f30nm 30nm

3.22. 4bra. A long pass filter (balra) és a dikroikus tiikdr (jobbra) tulajdonsagainak dsszehasonlitasa: figyeljik
meg, hogy amig a filter vagy atenged, vagy nem, addig a dikroikus tiikor vagy reflektal, vagy atenged

Sajnos még a szakirodalomban is gyakori jelenség, hogy a dikroikus tiikdr elnevezést a dikroikus nyaldboszto
nevével (beam splitter) keverik 6ssze, noha a két optikai aktivitds merében kiilonbozik: a dikroikus tiikdr bizonyos
hullamhossz alatti fényt tiikroz, az af6lottit pedig atengedi. A dikroikus nyalaboszté a hullamhossztol fiiggetleniil,
50-50%-ban tiikrozi, illetve atengedi a raes6 fényt.

A sziirokocka

Az epifluoreszcens mikroszképban a szokasos optikai elemeken kiviil tehat helyet kell kapnia egy excitacios
szlirének, egy dikroikus tiikornek és egy emisszios filternek. Az 1960-as évek elején Sebastiaan Ploemnek (3.23.
abra) sikeriilt ezeket egy egységbe, az azota praktikusan valamennyi mikroszkopban hasznalatos sziirkockaba
(3.24. abra) beépitenie.

Johan Sebastiaan Ploem
(1927-Present)

3.23. abra. Johann Sebastiaan Ploem, szumatrai szarmazasu orvos-biologus arcképe (1927-)
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A sziir6kocka elénye a kovetkezd. Amennyiben olyan mintat vizsgalunk, amely tobbféle, eltérd abszorpcids és
emisszios hullimhosszal rendelkez fluorokrommal lett megfestve, ezek észleléséhez nyilvan mas és mas excitacios
¢és emisszios filter sziikséges. Ezek cseréjét ezzel a rendszerrel gyorsan és minden nagyobb szerelés nélkiil, egy
masik, megfeleld sziir6kockanak a fényutba torténd beforgatasaval megtehetjiik.

Emisszios 4 Excitdcios
szl sZIrd

hkrodkus
ik o

Reflektilt " ™ Gerjesztéfény
gerjesztofény Emittilt fény

Objektiv

3.24. abra. A sziir6kocka felépitése és a kiilonboz6 fénysugarak utja a sziirékocka belsejében

Sejtorganellumok szelektiv jelolése
fluorokrémokkal

A legegyszeribb fluoreszcens metodika a sejtorganellumok szelektiv megjeldlése és jelenlétének, illetve
lokalizaciojanak kimutatasa arra alkalmas fluorokromokkal. Tobb cég is arul olyan fluoreszkaldé molekulakat,
amelyek gyakorlatilag barmilyen eukariota szervezet barmelyik sejtjének adott szervecskéjéhez képesek
hozzakapcsolddni vagy abban felhalmozodni. A jelolés — kevés kivételtdl eltekintve — €16 sejtekben torténik,
amelyeket azutan fixalassal és atderitéssel tesziink mikroszkopi vizsgalatra alkalmassa. Az alabbiakban néhany
példan keresztiil szeretnénk csupan felvillantani az ebben az eljarasban rejlé lehetéségeket.

Sejtmagfestés

Akridinoranzs (akridinnarancs)

Az egyik legrégebben hasznalt, DNS-hez kotédni képes fluorokrom az akridinnarancs (acridinorange). Ez egy
harom aromas gytirit tartalmazo vegyiilet (3.25. abra), amely attol fiiggden, hogy egyszali (RNS) vagy kettos
szala (DNS) nukleinsavakhoz kétédik, mas €s mas excitacios és emisszios hullamhosszmaximummal rendelkezik.
Az el6bbi esetben a gerjesztési maximum 450 nm, mig az emisszids 650 nm lesz. Ezzel szemben, amikor helikalis
szerkezetli DNS molekulahoz kapcsolodik, akkor ez a két érték 502 és 525 nm-re valtozik.

3.25. abra. Az akridinoranzs szerkezeti képlete

Ennek értelmében, amikor akridinoranzzsal festiink egy sejtet, akkor a citoplazma piros arnyalat(i lesz (az ott
talalhato RNS-féleségek miatt), a sejtmag viszont zoldes szinben fog feltiinni (3.26. abra).
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3.26. abra. Kacsa vorosvérsejt akridinoranzzsal megfestve. Annak ellenére, hogy egyféle fluorokromot alkalmaztunk,
kétféle emisszios hullamhosszt tapasztalunk

Az akridinoranzs egyes ¢és kettds szalu nukleinsavakhoz torténd kotddése esetén mutatott eltérd fluoreszcenciajat
felhasznalhatjuk az apoptotizald sejtek kimutatdsara is. Meg kell emlitsiik, hogy ez a fluorokréom nemcsak a
nukleinsavakhoz képes kapcsolodni, hanem hajlamos az erésen savas beltartalmi sejtorganellumokban is
akkumulalodni (1. 2.1. abra). Nevét is errdl a tulajdonsagardl kapta, mivel erds narancssarga szinnel jeldlte meg a
spermiumok fejében 1évé modosult lizoszomat, azaz az akroszomat.

DAPI

A DNS kettés hélixéhez szamos, fluoreszkalni is képes molekula tud ko6tddni. Ezek koziil jelenleg az egyik
legelterjedtebben hasznalt vegyiilet a 2,4 diamidino-2-fenilindol, azaz a DAPI (3.27. abra).

3.27. abra. A DAPI szerkezeti képlete

Ezt a fluorokromot eredetileg egysejtii belsé ¢16skodok (pl. Trypanosoma sp.) elleni potencialis gydgyszerként
allitottak el6 a mult szazad hetvenes éveiben, de csakhamar kideriilt, hogy sokkal inkabb hasznalhato a sejtbiologiai
kutatasokban mint a DNS-hez, illetve a sejtmaghoz kot6do, és azt szelektiven megjeldlni képes molekula. Hossza
idejli gerjesztés esetén sem mutat kioltodast. Szerkezetében — hasonléan az akridinoranzshoz — harom aromas
gylrl talalhato (3.27. abra). A felhasznalasaval sikeriilt 1975-ben igazolni, hogy a mitokondriumok sajat DNS-sel
rendelkeznek. Gondos vizsgalatokkal kimutattak, hogy a molekula a DNS-hélix nagyobb arkaba illeszkedve
képes ahhoz stabilan kapcsolddni (3.28. 4bra).
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3.28. abra. A DAPI a DNS nagyobb arkaba illeszkedve képes azt megjeldlni

Gerjesztési maximuma 358 nm, emisszids maximuma 461 nm, igy tehat a sejtmagokat kékes arnyalatban tiinteti
fel (3.29. abra). DNS-hez torténd kapcsolddasakor kissé megvaltozik a molekula térbeli szerkezete, emiatt
fluoreszcencidja erésebb lesz, mint a nem kotott formaé. Kismértékben képes az RNS-hez (valosziniileg a tRNS-
ek kettds szalu szakaszaihoz) is hozzakdtddni, ez azonban nem okoz szamottevo jelet a sejtek citoplazmajaban.

3.29. abra. DAPI-val lathatova tett sejtmagok: a magokon beliil 1athatd vildgosabb foltok a nukleoluszok

Mind a fixalt, mind pedig az €16 sejtekben képes a sejtmagot festeni, de az utdbbi esetben a festédés 1ényegesen
erdteljesebb és kontrasztosabb. Nem toxikus, és egyeldre nincs direkt bizonyiték a mutagenizald hatasara.

Hoechst

A masik, ugyancsak elterjedt, hasonld paraméterekkel rendelkez6 DNS/sejtmagfesték a Hoechst-33258 ¢és a
Hoechst-33342 (3.30. 4bra). Gerjesztési és emisszios paramétereik szinte teljesen megegyeznek a DAPI-éval (350
nm /461 nm), emiatt a velilk megfestett sejtmagok szine igen hasonlé. Hasznalatukban sincs szamottevo kiilonbség.
A Hoechst-33342 kittinik koziiliik azzal, hogy a masik ketténél Iényegesen kdnnyebben jut at a sejthartyan.
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3.30. abra. A Hoechst festék szerkezeti képlete
Fontos megjegyezni, hogy bar a példaként eddig emlitett magfestékek valamennyien kékes szinben tiintették fel

a sejtmagot, szamos mas magfesték létezik, amelyek segitségével zold (pl. cytoxgreen), sarga (pl. cytoxyellow)
vagy piros (pl. etidium-bromid, propidium-jodid) szinben lehet megjeleniteni a sejtmagokat.

Mitokondriumok kimutatasa

A sejten beliil el6fordulé mitokondriumok megjel6lésére a mitokondridlis matrixban talalhatéd specialis fehérjék
adnak lehet6séget. Az ezekhez kapcsolodni képes vegytiletek koziil néhanyat a 3.31. abran lathatunk.

COv2 MitoTracker Iﬁcl'nr':lmctar

H‘..Tr-—\-\.d
a =]

3.31. abra. A mitokondriumok szelektiv jelolésére alkalmas flourokromok szerkezeti képlete

A kapcsolodas alapja az, hogy a pozitivan toltott fluorokromok atjutnak a mitokondrium kiilsé- majd bels6
membranjan is, és a matrixban 1évé fehérjék SH-csoportjaikon a H-t helyettesitve, azokhoz stabilan
hozzakapcsolddnak (3.32. dbra). A kotddés irreverzibilis és stabil, igy a megfestett mitokondriumok mérete,
alakja és mennyisége hosszl ideig vizsgalhato (3.33. abra).

. Mitotracker

Killsh membrin —

Belsd membrin —e

3.32. abra. A CDy2 mitokondrium jeldlésére alkalmas fluorokrom kapcsolddasa a mitokondrialis matrixfehérjékhez
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3.33. abra. Mitotrackerrel sarga szintire megfestett mitokondriumok egy majsejtben. A hattérben 1évo
mikrotubulusokat z6ld fluoreszcens festékkel jelolték, mig a sejtmag kék szinli. Az utdbbi teriiletén lathatd
mitokondriumok természetesen nem a sejtmagban vannak, hanem f616tte helyezkednek el

Lizoszomak kimutatasa

Azt a jelenséget, mely szerint a savas beltartalmu sejtorganellumok (elsdsorban lizoszomak) képesek a gyenge
bazikus vegyiileteket a lumeniikben akkumulalni, lizoszomotropizmus néven régota ismeri a szakirodalom. Azonban
csak alig egy évtizede jelentek meg azok a vegyiiletek, amelyek megbizhatéan alkalmasak a sejten beliili lizoszomak
szelektiv kimutatasara. A Lysotracker festékcsalad alapvaza egy gyengén bazikus vegyiilet (3.34. abra), amely
neutralis pH-ju kozegben csak részlegesen protonalodik, és igy képes athaladni (penetralni) mind a
plazmamembranon, mind pedig a kiilénb6z6 sejtorganellumokat hatarolo membranokon.

3.34. abra. A Lysotracker csalad egyik tagja, a Lysotracker Red szerkezeti képlete

Amennyiben az organellum beltartalma savas, Ggy a belépd Lysotracker festék teljes mértékben protonalodik,
és emiatt elveszti a penetracios képességét, vagyis bent marad az adott organellum (primer vagy szekunder lizoszoma,
autofagoszoma, bizonyos esetekben a késoéi endoszoma) lumenében (3.35.4bra). Mivel ez a folyamat — mindaddig,
amig az organellum beltartalmanak savas volta fennall — egyirany, a citoplazmaban, illetve a tobbi sejtszervecskén
keresztiil szabadon mozogni képes Lysotracker molekuldk — optimalis festékkoncentracio esetén — eldbb-utobb
csaknem valamennyien csapdaba esnek a lizoszomak terében.
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3.35. abra. Mindkét képen metamorfozis eldtt allo Drosophila 1arvak zsirtestsejtjei lathatok, amelyekben ekkor
mar az autofagia igen jelentds. A szekunder lizoszomak és az autofag vakudlumok a bal oldali képen Lysotracker
Red festékkel, a jobb oldali képen pedig acridinoranzs festéssel lettek feltiintetve

Ahogy a fejezet bevezetdjében emlitettiik, gyakorlatilag valamennyi sejtalkotd megfestéséhez lehet talalni megfeleld
fluorokromot. Bar ezek kotddése az egyes sejtkomponensekhez mas €s mas fizikai vagy kémiai folyamat eredménye,
az ezekkel végzett munka metodikai Iépései nagyon hasonloak. Ezért egy gyakorlati orientaltsagli kurzuson nem
latjuk értelmét az Gsszes ilyen festék részletes ismertetésének.

Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas és analizis
(FACS)

AFACS’ (fluorescence activated cell sorting) az aramlasi citometria (flow cytometry) egyik valtozata. E modszerek
kozos jellemzdje, hogy barmilyen folyadékban (vérplazma vagy sejttenyésztd médium) szabadon Usz6 sejteket —
egy megfeleld berendezés segitségével — képes bizonyos tulajdonsagaik (pl. méret) szerint felismerni, megszamolni,
¢és ha sziikséges, kigylijteni az oldatbol tovabbi vizsgalatok céljara. A miiszer négy fo részbdl all: a sejteket
egyesével sorba rendez0 és aramoltato kamrabol, a megvilagitoegységbdl, a sejtek felszinén szorodo fényt felismerd
detektor(ok)bol és az ez(ek) altal vezérelt osztalyozoberendezésbil. Mivel a sejtek feldl érkezo jel nagyon gyenge,
ezért annak detektalasat egy jeler6sité (photomultiplier) segiti. Természetesen a kiilonféle lehetdségek szerint
megvalaszthatdo mérési és osztalyozasi folyamatot egy szamitogép vezérli.

A laminaris aramlast biztosito, tdlcsér alaku kamraban valdjaban kétféle folyadék aramlik parhuzamosan: az
egyik a tolcsér belso fala mellett, amely egy folyamatosan aramld, ugyancsak cs6 alaku folyadékkdpenyt hoz 1étre
a kamran beliil. Ez lesz a vivéfolyadék, amely a tolcsér sziikiileténél szépen sorba kényszeriti a sejteket. Igy a
tolcsér alsd, csdszerti részén ennek a vivofolyadék-paldstnak a kozepén fog dramlani a masik, sejteket szallito
folyadék-oszlopocska, amelynek éppen akkora az atmérdje, hogy egyszerre csak egy sejt férjen el benne (3.36.
abra). A vivéfolyadék laminaris aramlasa fenntartja az egyes sejtek kozotti tavolsagot, ilyen modon akadalyozva
meg azok Osszetapadasat.
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3.36. abra. A FACS késziilék laminaris aramlést biztosité kamréja, a kétféle folyadék-betaplalo rendszerrel: az
els6 a vivéfolyadékot szallitja, a masikon keresztiil a felszuszpendalt, vizsgalando sejtek (minta) érkeznek

Az immar sorban, egyesével aramlo sejtek elhaladnak a fényforras elétt, amelyik lehet higanygdzlampa vagy
lézer, és a rajuk iranyuld fénysugar egy részét reflektaljak (szorjak), masik részét a beléjiik juttatott fluorokrom
abszorbedlja, vagyis gerjesztédik, majd egy masmilyen hullamhosszisagl fényt emittal.

A detektorok helyzete és érzékenységének beallitdsa szabja meg, hogy milyen adatokat tud szolgaltatni a FACS
késziilek, amelyben 1év0 sugarmeneteket a 3.37. és 3.38. abra mutatja. A fényforrassal pont szemben elhelyezett
detektorban az éppen kettejiik kozott athalado sejt arnyképe, kontlrja jelenik meg, ezt FSC-nek (forward scatter)
nevezik (3.38. abra), ezt érzékeli az FSC detektor. Az igy kapott kép alapjan a sejt atmérdjére, és ezen keresztiil
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a térfogatara lehet kovetkeztetni. Egy masik, a sejtekre vetiil6 fénysugarra merélegesen allo detektorba csak azok
a fénysugarak jutnak, amelyek a sejtrél visszaverddtek, illetve, amelyeket a sejtben 1év6 fluorokrom emittalt. Mivel
a sejtek altaldban attetszoek, ezért az altaluk reflektalt fény nem csak a kiils6 felsziniikrél, hanem a belso
membranjaikrél is visszaverddhet. igy ezek az SSC-nek (side scatter) nevezett fénysugarak tajékoztatast adnak a
sejtmag vagy az endoplazmatikus retikulum méretérol, kiterjedésérdl. Ne feledjiik: mind az FSC, mind az SSC
fény hullamhossza megegyezik a gerjesztéfény hullamhosszaval, hiszen annak visszatiikr6z6désérol, szorasarol
van sz6. Az utdbb targyalt SSC fénysugarak egy dikroikus tiikron reflektalodva jutnak az SSC detektorba. Ezzel
szemben a sejtben 1évo gerjesztett fluorokromok mar nagyobb hullimhosszisagu fényt fognak emittalni. Ez az
SFL-nek (side fluorescence light) nevezett fény athaladva az elébb emlitett dikroikus tiikrén a harmadik, SFL
detektorra érkezik meg (3.37. és 3.38. abra).
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3.37. abra. A 1ézerfény el6tt sorban, egyesével elhaladé sejtekrdl kétféle fény szarmazhat. Ha a sejt nem jel616dott,

akkor csupan sajat fénytorése (,,arnyéka”) detektalhato (FSC). Mivel ez minden sejt esetében megjelenik, ez teszi

lehet6vé a sejtek megszamolasat. Amennyiben a sejt megjelol6dott az adott fluorokrémmal, Ggy emittalni fog egy

bizonyos hullamhosszusagu fényt, amely csak a jelolt sejtekbdl szarmazik (SFL), igy azok kiilon is megszamolhatdk,
és sziikség szerint elkiilonithetdk a tobbitdl (szortirozas)

SFL

D.’:l

LR L1 L2 L3

3.38. abra. Sugarmenetek a FACS késziilékben. Az LR fényforrasbol az L1 és L2 lencséken keresztiil a fény a
mér6kamraban (K) éppen athalado sejtre vetiil. (A fokuszpontja az X ernydre esik.) A sejt peremér6l szor6do fény
a fényforrassal szemben 1évé D1-es (FSC) detektorba kertil, az L.3-as lencsén keresztiil. A sejt felszinérdl, illetve
belsejébdl reflektalodo fény az L4-es lencsén at a dikroikus tiikdrre (DT) jut. Innen vetiil az EF1-es szliron keresztiil

a D2-es (SSC) detektorba. A sejtbe bejuttatott fluorokrom altal emittalt fény hullamhossza nagyobb lesz, mint a
gerjesztofényé, ezért az elébbi gond nélkiil athalad a dikroikus tiikkron (DT), majd az EF2-es emisszios sz{iron at

a D3-as (SFL) detektorba jut

Milyen eredmények nyerheték egy FACS vizsgalatbol? Az FSC detektor adataibol nemcsak az adott sejtek
szamara, tovabba méretére és térfogatara, hanem alakjara is kovetkeztethetiink, aminek fontos diagnosztikai
jelentdsége van. Az SSC detektor a sejtkomponensekre vonatkozo6 adatokat szolgéltatja, azaz a mag mérete, alakja,
kondenzaltsaga, az egyes sejtalkotok aranya a sejten beliil. Ezekbdl az adatokbdl a sejtek allapotara, a sejtciklusban
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elfoglalt helyiikre kovetkeztethetiink. A fluoreszcens (SFL) detektor az altalunk fluorokrommal megjelolt
sejtorganellum, vagy molekula jelenlétét és relativ mennyiségét képes mérni.

Az alabbi példaban a kontroll és kezelt sejttenyészeti sejtek programozott sejthalallal (apoptozissal) torténd
pusztulasat vizsgaltuk. Az apoptozis soran a sejt a sajat DNS-¢ét kisebb-nagyobb darabokra vagja, és megfeleld
inkubacids koriilmények kozott a rovidebb DNS fragmentek kikeriilnek a sejtbél. Emiatt a sejt DNS-tartalma
csokken. Tehat mig egy egészséges sejtpopulacioban a sejtek tilnyomo tobbségében a DNS mennyisége 2n (diploid)
vagy 4n (0szt6do), addig egy foleg pusztulo sejteket tartalmazd mintaban béven taldlunk 2n-nél kevesebb DNS-t
tartalmazé (apoptotizalo) sejteket. A kisérlet megkezdése utan 36 éraval mind a kontroll, mind a kezelt sejteket
lefixaltuk, majd propidium-jodiddal, egy fluoreszkald DNS (sejtmag) fluorokrommal festettiik meg. Az ezt kdvetd
inkbacios id6 alatt a mar korabban pusztuldsnak indult sejtekbdl kikeriiltek a rovid DNS-fragmentek, igy benniik
a DNS-hez kotott propidium-jodid mennyisége is csokkent. A FACS-késziilékkel 50 ezer kontroll és ugyanennyi
kezelt sejtet vizsgaltunk meg. A kontrollsejtek DNS-tartalmat a 3.39. dbra mutatja. Az azon lathat6 hatalmas csucs
a 2n DNS-tartalmu sejtek szamat mutatja. Jol lathatod az is, hogy minddssze 1,1%-nyi apoptotizald sejt volt a
kontrolltenyészetben.
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3.39. abra. A kontrollsejtek DNS-tartalom szerinti megoszlasanak meghatarozasa FACS késziilékkel

Ezzel szemben a kezelt mintaban ez az arany joval magasabb, 25%-os volt (3.40. abra).
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3.40. abra. Kezelt sejtek DNS-tartalom szerinti megoszlasanak meghatarozasa FACS késziilékkel

Osszefoglalva tehat a FACS eljaras kitlinéen alkalmazhat6 nagy elemszamii minta gyors, megbizhat szamszerii
kiértékelésére, ami éppugy a kisérletes, mint az alkalmazott (gyogyszergyari) kutatasban, valamint a diagnosztikaban
felbecsiilhetetlen jelentdségti.

Egyedi molekulak vizsgalata

Természetesen igen sokszor el6fordul, hogy pusztan a sejtorganellumok lathatova tétele és vizsgalata nem nyujt
elegendd informaciot a kérdéses normalis vagy koros sejtbioldgiai folyamatrol, hanem ehhez sziikséges az egyes
(fehérje)molekuldk sejten beliili jelenlétének és elhelyezkedésének (lokalizacidjanak) pontos ismerete is. A
sejtekben és részben a bel6liik felépiilé szovetekben zajlo sejtbioldgiai folyamatokban részt vevo géntermékek
jelenlétének, lokalizacidjanak és feladatanak fénymikroszkopos szintli vizsgalatara harom nagy, szamos ponton
érintkez6 és egylittmiikodé metodikai lehetdség kinalkozik: a klasszikus (enzim) hisztokémiai, az immunbiologiai,
illetve a genetikai alapokon nyugvé vizsgélati modszerek. A kifejezetten morfologiai sajatsagok leirasara alkalmas
klasszikus hisztologiai modszerek alkalmazasa esetén csupén kivételesen tudjuk egy-egy vegyiiletcsoport jelenlétét
kimutatni (pl. PAS-festés), vagy néhany enzim (pl. savas vagy alkalikus foszfatdzok) aktivitasat detektalni, de
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tetsz6legesen kivalasztott fehérje- vagy nukleinsav-szekvencia azonositasa és lokalizalasa ezekkel a modszerekkel
nem lehetséges. Ezzel szemben az immunbiolégiai, illetve a genetikai alapokon nyugvé vizsgalati eljarasokkal
egy adott gén (DNS-szekvencia), vagy annak kiilonboz6 szintii termékeinek (mRNS, egyszeri, illetve dsszetett
fehérje) jelenlétére, sejten vagy szoveten beliili lokalizacidjara, mas molekuldkkal valé kolcsonhatasaira
(interakcidira), valamint egy vizsgalati idészakon beliil torténd keletkezési és lebomlasi sebességére (turnoverére)
is kovetkeztethetiink.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia (és elektronmikroszkopos valtozata, az immuncitokémia) az immunbioldgiai modszerek
népes csaladjaba tartozik. Ennek az eljarasnak az a célja, hogy specifikusan kimutathatova és vizsgalhatova tegyen
egy bizonyos fehérje-, ritkabban lipid- vagy szénhidrat-molekulat a szoveteken vagy sejteken beliil. Az eljaras
alkalmazasa el6tt a szovetet vagy sejteket — megfeleld rogzitészerek segitségével — szinte mindig fixalni kell, tehat
ez a metodika csak kivételes esetekben hasznalhato ¢él6 sejteken. A kérdéses molekula lokalizalasa torténhet
enzimreakci6 kovetkeztében kivalo csapadék keletkezése révén, vagy pedig fluoroforok segitségével. Mindkét
esetben a detektalas eszk6ze mikroszkop lesz, csak az els6 esetben szokvanyos fénymikroszkopot hasznalunk, mig
a masodikban UV-fénnyel miikodé (epi)fluoreszcens mikroszkopot.

Az immunhisztokémiai festések szinte mindig lehetdvé teszik azt, hogy az el6zdekben ismertetett, a sejtorganellumok
lathatova tételére hasznalt fluoreszcens kimutatasokkal egyiitt hasznaljuk 6ket. Ez nyilvan jelentdsen megkonnyiti
a sejten beliili tajékozodast, és jol hasznalhatd viszonyitasi alapot ad az immunfestéssel lathatova tett egyedi fehérjék
helyének pontos meghatarozasahoz. Leggyakrabban sejtmagfestést alkalmazunk az immunhisztokémiai modszerrel
vizsgalhatova tett mintakon.

Lévén, hogy ezzel a metodikaval leggyakrabban fehérjék sejten beliili elhelyezkedését tudjuk lathatova tenni, ezért
ennek példajan mutatjuk be a modszer elvi alapjait. A kérdéses (praktikusan tetszdleges) fehérje — vagy csupan
annak egy kisebb, amde er6sen immunogén darabja, azaz az epitop— egy madsik, adaptiv immunrendszerrel
rendelkezc’i fajba beoltva antigénként Viselkedik azaz kivéltja az Ot speciﬁkusan felismerni és megkétni képes
vagyis a primer ellenanyagot (tehat az adott fehérjét spec1ﬁkusan felismerni képes antitesteket tartalmazo
antiszérumot) mar alkalmazhatjuk az antigénként hasznalt fehérje szovet- vagy sejtmintan valod azonositasara, ha
egy masodik (az elsot specifikusan felismerni képes) ellenanyaghoz kapcsolt fluoroférral 1athatova tessziik
(3.41. abra). Ritkabban ehhez a masodik antitesthez egy enzim van kapcsolva, és az ennek aktivitasa kovetkeztében,
a hozzaadott tgynevezett kromogén szubsztratbdl keletkezé oldhatatlan (és szines) csapadék arulkodik a
vizsgalando fehérje helyérdl. Ez esetben tehat a keresett fehérjét egy, a kozelében immunreakcidval rogzitett enzim
aktivitasanak segitségével, hisztokémiai modszerrel mutatjuk ki.

A C
M" e ”*,r

. — - L T
N e A @*’; _*::f:f;

B D
"1 17 cf"’”*‘ﬁ*’ =

3.41. abra.Az immunhisztokémia fébb 1épései. A) A fixalt minta a kimutatand6 antigénekkel. B) Az antigént a
primer antiszérum antitestjei felismerik a mintaban és specifikusan hozzakstédnek. C) A nem kotédott elsédleges
antitestek eltavolitasa utan a fluorofort hordozo, és a primer antitestekhez specifikusan kapcsolodni képes masodlagos
antitesteket adjuk hozza a rendszerhez. D) A nem k&tdott szekunder antitestek eltavolitasa utan a mintaban 1€vo

fehérje (antigén )—primer antitest—jelolt szekunder antitest komplex a gerjesztéfény hatasara ott emittal 1athato

fényt a mintan beliil, ahol a szamunkra érdekes fehérje talalhato
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Megfeleld mindségii primer és szekunder antitesteket hasznalva a mddszer rendkiviil specifikus és preciz
lokalizaciot ad. A primer antitestek minésége clsdsorban az antigénként hasznalt szekvencia megfeleld
kivalasztasatol és az immunizalasra szant fehérje tisztasagatol fiigg. A primer antiszérum mindségét és affinitasat
immuno-, vagy mas néven Western-blottal lehet a legegyszeriibben ellendrizni. Szerencsétlen esetben nem egy,
hanem tobbféle fehérjét felismerni képes antiszérumot kapunk, amit tovabbi tisztitds nélkiil immunhisztokémiai
vizsgéalatokhoz hasznalni nem lehet, hiszen a kép alapjdn nem tudjuk eldonteni, hogy a fluoreszcens jel melyik
fehérje lokalizaciojat mutatja.

A fehérjelancokbdl felépiils, Y alaku antitesteknek két eltéro viselkedésii végiik van: az Y két karjanak végén
vannak azok a variabilis régiok, amelyek képesek egyféle fehérje meghatarozott szakaszat specifikusan felismerni
¢s hozzakotddni. Természetesen fontos, hogy a kimutatando fehérje ténylegesen ,,idegen” legyen az antiszérumot
termeld allat szamara. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy mas fajbél kell hogy szarmazzon a lokalizalando fehérje.
Példaul ha B-tubulin lokalizaciot szeretnénk vizsgalni egér 1L.929 fibroblaszt sejteken, akkor az egérbdl izolalt B-
tubulin fehérjemolekulakat nytlba fogjuk injektalni, mivel az egérfehérjék a nyulak szdmara idegen, immunogén
fehérjék lesznek. (Természetesen a nyulakban is jelen van a mikrotubulusok felépitéséhez sziikséges B-tubulin,
azonban az egér -tubulin szekvencidja ett6l egy kicsit eltér, és ez elegendd ahhoz, hogy a nyulak immunrendszere
azt mar idegen fehérjeként, azaz antigénként ismerje fel.) Az adott idegen fehérjével tobbszor stimulalt
immunrendszerii nyulak 4-5 hét mulva nagy mennyiségli anti-(egér) B-tubulin antitestet halmoznak fel a
vérplazmajukban. Ezekbdl az allatokbol levett par milliliter vérszérum (primer antiszérum) tdbb szaz
immunhisztokémiai festésre elegendd antitestet tartalmaz.

Azonban ezeken a primer antitesteken nincs semmilyen (fluoreszcens) jel, amivel jelenlétiiket azonositani
lehetne a mikroszkopban. Nincs gyakorlati akadalya, hogy ezekre kémiailag fluorofort kossiink, azonban ez két
hatrannyal is jarna. Egyrészt van esély arra, hogy a fluorofoér az antitestnek pont az antigénhez valo kotésért felelds
részére kapcsolddna, és ezaltal fizikailag megakadalyozna az antitest-antigén Osszekapcsolodast. Masrészt,
valamennyi eldallitott antitesttartamil antiszérumot egyenként meg kellene jeldlni. Mivel ez nehézkes €s sokszor
bizonytalan kimenetelii munka, ezért sokkal egyszeriibb, ha a vegyszergyartok altal forgalmazott, fluoroférral
mar megjelolt szekunder antitestet hasznalunk. Mik ezek a szekunder antitestek?

Az el6bbi példanal maradva, a nyalban termel6dé antitestfehérjék (azaz az immunglogulinok, Ig), épptgy idegen
fehérjék lesznek egy kecske szamara, mint ahogy az egér B-tubulin volt a nyul részére. Ahogy a bekezdés elején
emlitettiik, az antitestek Y alaku fehérjemolekulak. Mivel az Y szaran konzervativ szekvenciak vannak, ezért
a nyulbdl szdrmazd immunglobulin fehérje — mint antigén — ellen egy harmadik faj (példankban a kecske) is
antitestet tartalmazoé antiszérumot fog termelni, amely specifikusan csak a nytl antitesteket (immunglobulinokat)
ismeri fel és kotédik azokhoz. Ezt a forgalmazok altal fluoroforral megjeldlt antiszérumot mint szekunder
antiszérumotfogjuk hasznalni. Nagyon lényeges, hogy ezek a kecskében termeltetett, €s nytl immunglobulinokat
felismerd antitestek (a szokasos jeldlés szerint: anti-nyul Ig (kecske)) valamennyi nytl-immunglobulinnal — azaz
antitesttel — képesek reagalni, attol fiiggetleniil, hogy maga az adott antitest milyen fehérjét képes specifikusan
felismerni (példankban egér B-tubulint). Ilyen médon elegendd 2-3, mas és mas szinii fluoroforral megjeldlt anti-
nyul Ig (kecske) antiszérumot megvasarolni, és ezeket tobb szaz, kiilonféle fehérje ellen termeltetett nytl primer
antiszérumhoz hasznalhatjuk (3.42. abra).

&

3.42. abra. Az immunhisztokémiai festésekhez leggyakrabban hasznalatos komplex felépitése. A rendszerben
antigénként szerepld, fixalt, lokalizaland6 fehérjéket a kék szind, forditott V alak jelzi. A hozzajuk specifikusan
kotddni képes primer antitestet a zold szinii Y szimbolizalja. Az ehhez kapcsolodo, fluorofort (piros kor) hordozo
masodlagos antitestnek a sarga szinti Y felel meg. Ilyen modon a fluoreszcens jel a kimutatni kivant fehérje tényleges
helyétél 10—15 nm tavolsagra van, amely a fénymikroszkop feloldoképességét figyelembe véve elhanyagolhatd
kiilonbséget jelent
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A 3.43. 4bran egy ilyen immunfestésre latunk példat. Egy rovar kutikuldjabol tisztan izolalt 12,3 kDa
molekulatomegi fehérjét egerekbe beoltva, azokbdl anti-12,3 kDa (egér) antiszérumot nyertiink, amely az Osszes
rovarfehérje koziil csak ehhez a 12,3 kDa kutikularis fehérjéhez volt képes kapcsolodni. Ezt az antiszérumot —
megfeleld pufferben — a rovarbol késziilt metszetekre helyezve, rovid id6 milva az antiszérumban 1évé antitestek
ametszeten is felismerték az antigént, azaz a 12,3 kDa fehérjét, és hozzakotodtek. A nem kdtédott primer antitesteket
mosassal lehet eltavolitani a mintar6l. Ezutan keriil a metszetre a fluoreszkalé vegyiiletet hordozo, nytlban
termeltetett masodlagos antitest, amely képes az egérben eldallitott primer antitestekhez hozzakotédni. Igy kialakulhat
a harom tagbdl allé komplex: a szovetben fixaltan jelen 1év6 12,3 kDa fehérje, a hozzakapcsolddott anti 12,3kDa
(egér) primer antitest és az ahhoz kot6dott anti-egér Ig (nyul) masodlagos antitest.

3.43. abra. A 12,3 kDa kutikularis fehérje lokalizacioja. Mint tudjuk, a kutikula nemcsak a rovar testének felszinét
boritja, hanem beterjed a trachearendszerbe is. A képen egy trachea keresztmetszete latszik, ahol a piros szinii
fluoreszcens jel mutatja a fehérje helyét a trachealis kutikulaban. Az ezt koriilvevd trachealis epidermisz (mar)
nem tartalmazza ezt a fehérjét, csupan az autofluoreszcencia miatt zoldes szinti. Ugyanez igaz az Sg-vel jelzett

nyalmirigyre (salivary gland) is

A fentiekben targyalt Gn. kétlépesds (elsddleges és masodlagos antitesteket hasznald) immunhisztokémiai festési
technika a legelterjedtebb. Természetesen ennek a rendkiviil sokoldali metodikdnak szamos valfaja 1étezik,
amelyekrél bovebben az Immuncitokémia gyakorlat keretén beliil kaphatnak attekintést az érdekl6dok.

Alapesetben egy fehérje lokalizaciojat szokas egy metszeten elvégezni, de kiilonb6z6é hullamhossz fénnyel
gerjeszthetd fluoroforokkal ellatott masodlagos antitestek hasznalataval lehetGség van arra, hogy egy metszeten
egyidejiileg két, vagy akar harom kiilonb6z6 fehérje helyzetét is meghatarozzuk. Az ilyen eljarasokra akkor
van sziikség, amikor két fehérjérdl (A és B) azt feltételezziik, hogy a sejten beliil azonos kompartimentumban
helyezkednek el, és ezt a ko-lokalizaciét szeretnénk immunhisztokémiai eljarassal igazolni. Az ilyen vizsgalatok
kivitelezéséhez elengedhetetlen feltétel, hogy az A és a B fehérje elleni primer antiszérum két kiilonbo6zé allatfajban
(pl. egérben és tengerimalacban) legyen termeltetve, ugyanez vonatkozik a masodlagos antiszérumra is (anti-egér
(nyul) és anti-tengerimalac (kecske)), és természetesen a masodik antitesteken is kétféle, eltéré excitaciods
maximummal rendelkezd, egymast gerjeszteni nem képes, egymastol jol megkiilonboztethetd fluorofor kell hogy
legyen. A mikroszkopos vizsgalat soran kiilon-kiilon gerjesztve az egyes fluoroforokat, annyi képet készitiink,
ahanyféle fluorofort hasznaltunk, majd végiil ezeket egymasra vetitjiik (,,mergeljiiklo”). Ha az A és a B fehérjéhez
kapcsolddo jel az egymasra vetitett képeken atfednek, akkor a két fehérje nagy valésziniiséggel ugyanabban a
kompartimentumban van, azaz ko-lokalizal (3.44. abra). (Megjegyezziik, hogy a ko-lokalizacio ténye akkor
fogadhato el, ha azt elektronmikroszkopos, ultrastrukturalis szinten is sikeriil bebizonyitani.)

10A 26 az angol ,,merge”, egyesit(és) jelentésii szobol ered.
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3.44. abra. Itt harom, kiilonb6z6 gerjesztési és emisszios hullamhossz mellett készitett képet (kék, zold és piros)
latunk, valamint az ezek egymasra vetitésével kapott kombinalt (M=Merge) képet. Az elsé (D) képen a DAPI-val
megfestett sejtmagokat latjuk. A kovetkezd két képen (A és B) két kiilonbozo fehérje lokalizaciojat lathatjuk. A
z061d fluoroforral jelzett A és a piros fluoroforral megjeldlt B fehérje ko-lokalizaciot mutat, mivel a kombinalt
képen mindkét fehérje azonos, egymassal atfedd poziciot foglal el a DAPI-val megfestett sejtmag mellett

Fluoreszkalo6 fehérjék

Az eddig ismertetett modszerek hasznalatakor a fluoreszcens jel — kdzvetlen vagy kozvetett — kotodését a vizsgalni
kivant objektumhoz (sejtorganellumhoz vagy molekuldhoz) tigy értiik el, hogy a fluorofort (vagy az azt hordozo
antitestet) a vizsgalandé mintdhoz hozzaadtuk. Ezzel szemben az adott célmolekuldhoz — és ezen keresztiil sokszor
egy bizonyos sejtkomponenshez — kapcsolt fluoreszkalé fehérjéket viszont maga a vizsgalt sejt allitja el6. Am
ennek az eljarasnak széles korii elterjedéséig és rutinszerii hasznalataig hosszl Gt vezetett.

Osamu Shimomura az 1960-as és 70-es években publikalta eldszor a zold fluoreszkalo fehérjén (green fluorescent
protein, GFP) végzett vizsgalatainak eredményeit. A fehérjét az Aequrea victoria nevli mediizabol izolalta, és
kimutatta, hogy a GFP fényemisszidjahoz egy masik heterodimer szerkezetli fehérje, az aequorin aktivitasa
sziikséges. Ez utobbi kalciumionok megkotése utan egy kékes fényfelvillanast produkal, amelyik képes gerjeszteni
a GFP-t, és az ezutan egy z6ld szinli fényt fog emittalni. Mintegy negyed évszdzaddal késébb Martin Chalfie
gondolt elészor arra, hogy ennek a fehérjének a génjét mas €ldlények (igy az Escherichia coli és a Caenorhabditis
elegans) genomjaba beillesztve, kifejezodésiik alapjan kovetkeztetni lehet a GFP-t kodold DNS szekvenciat
befogadd gén expresszidjara. Ebben a rendszerben nem az aequorinbol szarmazo, hanem a minta kovetlen
megvilagitasara szolgalo UV fény gerjesztette a GFP-t. Ugyanebben az évben (1994) kozdlte eredményeit Roger
Y. Tsien, akinek sikeriilt a GFP-b6l — néhany aminosav cseréjével — mas szindi fényt emittalo fehérjéket (YFP —
sarga, RFP — piros stb.) eldallitania. 2008-ban ez a hdrom kutat6 kapta az orvosi Nobel dijat (3.45. abra).

Martin Chalfie Osamu Shimomura Roger Y. Tsien

3.45. abra. A 2008-as Nobel-dijat megosztva harom kutatdé a GFP-vel kapcsolatos eredményeiért kapta

Nemcsak az Aequrea victoria, hanem szamos mds — elsdsorban tengeri — €161énybdl sikertilt eldallitani fluoreszkalod
fehérjét, és a mesterséges valtozatok szama is jelentds. Alapvet6 szerkezetiik hasonlo: a fehérjelanc nagy részét
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kitevo, 11 darab B-redé egy kozel hordd alaki molekulat hoz 1étre, amelynek belsejében a centralis a-hélix
helyezkedik el. A hord6 kdzepén, az a-hélixben harom egymast kdvetd aminosav (X-Tyr-Gly) oldallancabdl jon
létre a hidrogénhidakkal planarisan (sikban) rogzitett tényleges fluorokromként viselkedo részlet, ami egy 4-(p-
hydroxybenzylidene)imidazolidin-5-one (HBI) struktira. Ez a szerkezet —a hordo + a fluorokrémként funkcionald
részlet — alkot egy monomert, a GFP (és szamos mesterségesen eldallitott fluoreszkald fehérje) mindossze ennyibol
all (3.46. abra). De a fluoreszkald fehérjék kozott talalunk dimer (pl. dTomato), vagy tetramer (pl. dsRed)
szerkezetiieket is.

3.46. abra. A GFP szerkezete: a bal oldalon a fehérjelanc, a jobb oldalon a fluorokromként viselkedé HBI-részlet
lett kiemelve

A GFP-ben a HBI-t alkot6 harom aminosav a kovetkezd: Ser-Tyr-Gly. A HBI tobb 1épésben, mint poszttranszlaciés
médosulas jon létre. A folyamat kezdetekor a szerin karboxil- €s a glicin amino-csoportja 1ép reakcioba egymassal,
és egy gyliriit hoznak Iétre (ciklizacio). Az ezt kdvetd vizvesztéssel a gytirii stabilizalodik, majd végiil egy oxidacios
1épéssel egy ujabb kettdskotés alakul ki a tyrozinon 1€v6 és a frissen keletkezett gyliriik kozott (3.47. abra).
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3.47. abra. A fluoreszcenciara alkalmas rendszer formalodasa a GFP belsejében

Az igy kialakult struktira alacsony hullimhosszi (kék szind, illetve UV) fénnyel mar jol gerjeszthetd, és
excitacio utan zoldes fényt fog emittalni. A fluorokrom felépitésében részt vevé aminosavak tervezett, mesterséges
cseréjével érhetd el az, hogy a molekula ne z6ld, hanem mas szinii fényt bocsasson ki.

101

render
> http:// www.renderx.com/



render

Fluoreszcens modszerek

Fluoreszkalé fehérjék hasznalata

Mivel ezeket a fehérjéket a legtobbszor egy masik, vizsgalni kivant fehérjéhez kotve — mint annak fluoreszkalo
jelét—hasznaljuk, ezért nem a kész fehérjét, hanem csupan egy olyan vektort (kisméretii, cirkularis DNS-molekulat)
juttatunk be a sejtekbe, vagy az él6 szervezetbe, amelyik a fluoreszkalo fehérje intronoktol megszabaditott cDNS-
ét (,,génjét”) egy leolvasasi keretben tartalmazza a szamunkra érdekes fehérje cDNS-ével. A vektor tartalmaz olyan
kapcsolodasi pontokat, amik lehet6vé teszik, hogy stabilan beépiilhessen a befogadd genomba. Mivel a kétféle
fehérjét kodolo szekvenciak kozotti stop kodont eltavolitjak, igy egy olyan fuziés fehérje fog keletkezni az €16
sejtekben, amelyik valdjaban kétféle fehérjeszekvenciat tartalmaz: a vizsgalni kivant fehérjéét és a fluoreszkaloét.
Mivel az utébbiak molekulatomege 30 kDa koriili, ezért ez nem szokta jelentdsen megzavarni a szamunkra fontos
fehérje viselkedését (szintézisét, transzportjat, lokalizaciojat, aktivitasat), ezért abbol helytallo kovetkeztetéseket
lehet levonni a nativ fehérje sorsat illetden.

Amennyiben a vektort sejttenyészeti sejtekbe juttatjak be, gy transzfekeiérol vagy transzfektalasrol, ha pedig
egy megtermékenyitett petesejtbe, akkor transzgenezisr6l beszéliink. Az utdbbi esetben a kifejlodott €16lény
valamennyi sejtje tartalmazni és — a kisérletes rendszert6l fiiggéen — expresszalni fogja ezt a fuzids fehérjét, igy a
kapott organizmus egy transzgenikus novény vagy allat lesz.

Mennyiben jelent ez mas eszko6zt a korabban ismertetettekhez képest? Mivel a fizids fehérje szekvenciajat hordozo
vektor beépiil a genomba, ezért 6roklddni fog, vagyis a transzfektalt sejteket, illetve a transzgén allatokat elég
egyszer eldallitani, utana — megfeleld feltételek esetén — az utddok hosszu ideig expresszaljak az adott konstrukciot,
tehat nincs sziikség minden egyes minta megfestésére. Lévén, hogy a fuzios fehérje allandéan jelen van, ezért
annak viselkedése akar az ¢é10 sejtekben is nyomon kovethetd. Tovabba, mivel a fluoreszcens jel egy adott fehérjén
allanddan jelen van, ezért ko-lokalizacids vizsgalatok esetén elég a masik fehérjére vonatkozo kimutatast (pl.
immunhisztokémia) elvégezni. A 3.48. dbran egy, az autofagoszémak membranjahoz lokalizal6 fehérje, az Atg8
GFP-vel fuzionaltatott valtozatanak viselkedését lehet tanulmanyozni, Drosophila zsirtestsejtekben. A fluoreszkald
fehérje az Atg8 C-terminalisahoz volt kapcsolva.

3.48. abra. Az Atg8::GFP lokalizacidja Drosophila vandorlé larva zsirtestében. A fénykép jobb felsd sarkdban
olyan sejtek lathatok, amelyekben az Atg8::GFP nagy mennyiségben fejezédik ki és halmozodik fel szabadon a
citoplazmaban, minden kiilondsebb lokalizacié nélkiil. Ezekben a sejtekben még nem indult el az autofagia. A kép
bal oldalan és als6 felében viszont olyan sejteket figyelhetiink meg, amelyekben az Atg8::GFP kis, hatarozott
konturt foltokban van jelen. Ezek az autofagoszomak, membranjukban az Atg8::GFP-vel. Ezek a sejtek mar
intenziv autofagiat folytatnak, és ennek megfelelden citoplazmajukban mar alig lathaté szabad Atg8::GFP. A nagy,
polyten kromoszémakat tartalmazo sejtmagok DAPI-val lettek megfestve

Fluoreszcencia-visszatérés fotoelhalvanyodas utan
(fluorescence recovery after photobleaching, FRAP)

Ahogy azt korabban emlitettiik, a fluorokromok — hosszabb ideig tartd, erés megvilagitas hatasara — hajlamosak
elhalvanyulni, azaz elveszitik az emisszios képességiiket. Bar ez — az adott jel hossz idon at valo megfigyelése
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szempontjabol — alapvetden hatranyos tulajdonsagnak tlinik, vannak technikak, amelyek pont erre épitve lehetévé
teszik a molekulak mozgasanak, dinamikajanak vizsgalatat. Négy ilyen fontos metodika van: a FRAP, az iFRAP,
a FLIP és a FLAP.

A FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) — ahogy arra az elnevezése is utal — az €10 sejt citoplazmajaban
1év6, meghatarozott, a fluoreszcencia szempontjabol inaktivalt, elhalvanyitott teriileten vizsgalja a fluoreszcens
jel ujboli megjelenését. Természetesen nem arrdl van sz6, hogy az erds megvilagitassal elhalvanyitott fluorokromok
nyernék vissza az aktivitasukat, a photobleaching folyamat visszafordithatatlan. Viszont az €16 sejt citoplazmajaban
1év6 molekulak képesek —passzivan vagy aktivan — megvaltoztatni a helyiiket. Ennek a mozgasnak van iranya és
van sebessége is. Ha nagyon keveset jel6liink meg a vizsgalando molekulabol, akkor elvileg kdvethetnénk az egyes
molekuldk €6 sejten beliili mozgasat, de a jel/hattér szamunkra kedvezdtlen aranya ezt altalaban nem teszi lehetové.
(Vannak olyan fluoreszcens mikroszkopok, illetve eljarasok, amelyekkel egyetlen flourofor is nyomon kévethetd.)
Amennyiben viszont intenziven jelzett molekulank van, ugy nem tudjuk 6ket egymastol megkiilonbdztetni, az
egyes helyeken valo felhalmozdodasukat, lokalizacidjukat meg tudjuk allapitani, azonban a sejten beliili mozgasuk
dinamikajarol nem kapunk képet. Ha viszont — amint azt a 3.49. dbran nyomon kovethetjiik — a sejtben nagy
szamban jelen 1év0, szamunkra érdekes molekuldn 1évé fluoreszcens jelet a sejt egy jol meghatarozott, kicsiny
teriiletén elhalvanyitjuk, akkor megfigyelhetjiik, hogy erre a teriiletre mennyi id0 alatt, azaz milyen gyorsan jut
vissza a fluoreszcens jel. Mivel a fluorofor hozza van kotve a vizsgalandé molekuldhoz, ezért a fluoreszcencia
ujboli megjelenése az elhalvanyitott teriileten csak az adott molekula sejten beliili diffaziéjanak vagy
transzportjanak a sebességétol fiigg.

x4y iy My A% 4

3.49. abra. A FRAP eljaras 1épései. A sejtben a fluoroforral jel6lt molekula eldszor egyenletes eloszlast mutat,
ami természetesen egy dinamikus, folyamatosan valtozo allapot 6sszegzett képe. Ha egy erds 1ézersugarral a
citoplazma egy részén elhalvanyitjuk a fluoreszens jelet, akkor — ha a kérdéses molekula képes (diffuzioval vagy
transzporttal) mozogni — egy id6 utan ez a teriilet ismét fluoreszkalni fog, az oda vandorld, jel6lt molekulak miatt.
Az elhalvanyitott teriilet méretébdl €s a fluoreszcens jel 1jboli — kdrnyezetével megegyez6 intenzitasi —
megjelenéséhez sziikséges id6bol ki lehet szamolni a molekula mozgasanak sebességét, amibdl kdvetkeztetni lehet
a mozgas tipusara is

Vagyis a FRAP-pel elsdsorban a molekuldris mobilitasra, annak tipusara, illetve a difftizios allandora
kovetkeztethetliink. Ha az elhalvanyitott teriiletre nem jut vissza a fluoreszcens jel, az azt jelenti, hogy a jelolt
molekula immobilis, azaz kotve van valamelyik sejtkomponenshez.

Inverz fluoreszcencia-visszatérés fotoelhalvanyodas
utan (inverse fluorescence recovery after
photobleaching, iFRAP)

Ez az eljaras technikailag pont az eldbbiekben ismertetett FRAP forditott valtozata: az elhalvanyitas nem az €16,
jelolt sejt egy teriiletén torténik, hanem szinte annak teljes egészén, egy kis teriiletet leszamitva (3.50. abra). Ennek
azutdbbi teriiletnek a kivalasztasa azonban nem véletlenszerti, ez éppen az a teriilet lesz, ahonnan azt varjuk, hogy
a jelolt molekulédk szétterjednek a sejtben. Ez tipikusan a sejtmag, vagy a Golgi-apparatus lehet, ahol a vizsgalando
molekula szamitasaink szerint keletkezik, vagy ideiglenesen tarolodik, majd egy adott jelre kilép errdl a teriiletrdl.
Ha ezt kivéve az egész sejtben elhalvanyitottuk a fluoreszcens jelet, akkor tényleg megtudhatjuk, hogy ez a
kompartment lesz-e az adott molekula forrasa, illetve hogy milyen stimulusra képes a molekula elhagyni ezt a
teriiletet, és hogy milyen sebességgel.

% G5 B 4 A
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3.50. abra. Az iFRAP modszer hasznélatakor a feltételezett raktarozasi hely kivételével minden mas citoplazma-
terlileten elhalvanyitjuk a fluoreszcens jelet, majd megnézziik, hogy ebbdl a lehetséges forrasbol milyen feltételek
mellett jut ki/vissza a a fluorforral jelolt molekula a sejt tobbi részébe

Flourescence loss in photobleaching (FLIP)

A FRAP eljarassal megvizsgalhattuk, hogy a sejt egy adott, kisméretii teriiletére hogyan, mennyi id6 alatt jut vissza
az onnan eltiintetett fluoreszcens jel. Nem fogjuk tudni viszont, hogy oda csak az elhalvanyitott teriilet kozvetlen
kozelébol, vagy esetleg a sejt tavolabbi részeibdl is keriiltek molekuldk. Azaz, nem lehetiink biztosak abban, hogy
az adott molekula a sejt teljes teriiletén ugyantigy, ugyanolyan paraméterekkel képes-e mozogni. Masfeldl viszont
abban sem lehetiink biztosak, hogy az elhalvanyitashoz hasznalt erés 1ézerfény nem okozott-e olyan karosodast
az elhalvanyitott teriilet szerkezetében, ami befolyasolhatnd a vizsgalni kivant molekula oda torténd
visszavandorlasat. Ezeknek a problémaknak a megoldasahoz nyujt segitséget a FLIP. Ehhez nem egy, hanem két,
egymastol fiiggetlen teriiletet kell kivalasztanunk az é16, fluoroforral megjel6lt molekulékat tartalmazo sejtben
(3.51. &bra). Az egyik teriiletet folyamatosan elhalvanyitjuk egy lézersugarral. Ez a sejtrészlet tehat egyfajta ,,fekete
lyukként” fog viselkedni: folyamatosan elhalvanyitja az ide visszaaramlo, fluoreszcens jelet. A masik, ettdl tavolabb
1évo, intakt teriilet lesz a vizsgalati ablak: itt figyeljiik meg, hogy mennyi id6 sziikséges ahhoz, hogy innen is
eltlinjon a fluoreszcens jel. Mivel azt a teriiletet semmilyen behatds sem éri, ezért itt biztos, hogy a valds
viszonyoknak megfelel6 értékeket tudunk mérni.

a4y 4% 48 4%

3.51. abra. A FLIP moédszer hasznalatakor a sejt egyik teriiletén folyamatosan elhalvanyitjuk a fluoreszcens jelet,
mig egy masik, érintetlen teriileten figyeljiik meg a fluoreszcens jel eltiinését, azaz a fluorofort hordoz6 molekula
elvandorlasat

Fluoreszcencia lokalizacié fotoelhalvanyitas utan
(fluorescence localization after photobleaching, FLAP)

Bar ennek a mddszernek az elnevezése azt sejteti, hogy megint csak egy lokalizacids eljarassal allunk szemben,
val6jaban ez a metodus elsésorban egy molekula egy adott struktiran beliili dinamikus athelyez6désének kimutatasara
idealis. A vizsgalandd molekulara kétféle fluorokrom keriil. Mindkettd gerjeszthetd, akar kozel azonos hullamhossza
gerjeszt6fénnyel, de az emisszios hullamhosszuk (sziniik) eltéré kell hogy legyen. A masik fontos kiilonbség a két
fluorokrom ko6zott az, hogy az egyikiik joval érzékenyebb az excitaciora, azaz konnyebben elhalvanyithat6. Ha az
¢16 sejt egy bizonyos teriiletén az érzékenyebb fluorokréomot erésen gerjesztjiik, akkor ott ez a fluoroeszcens jel
eltiinik, és csak a masik, sokkal stabilabb jel marad lathato. {gy az err6l a teriiletrdl elvandorld molekulék tovabbra
is nyomon kovethetéek maradnak (3.52. abra). A FLAP ugyanannyival precizebb az iFRAP-nél, mint amennyivel
a FLIP a FRAP-nél: a jelzett molekulak mozgasat a sejt olyan részein tudjuk megfigyelni, amelyet nem ért erds
behatas. A modszer idealis sejtvaz-polimerek és a hozzajuk kapcsolodoé molekuldk mozgasanak, atrendezédésének

3.52. abra. A FLAP-vizsgalathoz egy kettdsen jeldlt molekulara van sziikségiink. Miutan detektaltuk a jelzett
molekulak elhelyezkedését a sejtben, azutdn az egyik fluorokromot egy erds 1ézerfénnyel a sejt egy meghatarozott
teriiletén elhalvanyitjuk. Mivel a molekuldn 1év6 masik fluorofor mtikoddképes, segitségével nyomon kovethetjiik

a molekula mozgasat a sejten beliil
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Fotoaktivacié (photo-activation)

Az elobbiekben ismertetett eljarasok a fluorokromok elhalvanyithatosagan alapultak, és elsésorban a veliikk megjeldlt
molekulak mozgasat lehetett ezekkel a metodikakkal tanulmanyozni. Mivel a miikdd6képes fluorokromok mar a
kisérlet kezdete eldtt rajta voltak a vizsgalanddé molekulan, nincs ,,nulla” idépont, amikor bekapcsoljuk a
fluorokrémot, és onnan kezdve kdvetjiik a jel utjat. Vagyis ezekkel az eljarasokkal csak kozvetetten tudjuk egy
adott folyamathoz (pl. egy molekula endocitdzissal torténd bekebelezéséhez) sziikséges id6t megbecsiilni. Vannak
azonban aktivalhaté fluorokromok is, amelyek csak egy erds megvilagitast kdvetden gerjeszthetdk ugy, hogy
azutan fényt emittaljanak. Az ezekkel felszerelt molekulak mindaddig lathatatlanok maradnak, amig be nem
kapcsoljuk, azaz emissziora nem kényszeritjikk a rajtuk 1év6 fluorofort. Ez lesz a kisérlet kezdOpontja, és ettdl
kezdve lehet mérni és szamitani a folyamat végbemeneteléhez sziikséges 1d6t (3.53. abra).

(3 BB GR AR AR 4R

3.53. abra. Az inaktiv fluoroforral megjelolt molekula az €16 sejt barmelyik részén eléfordulhat. Egy tetszdlegesen
(vagy nagyon is tudatosan) kivalasztott kompartmentumban aktivaljuk a fluorofort, majd egy masik vizsgalati
ablakban figyeljiik, hogy mikor jut el oda a jel. Ezzel egy idoben természetesen az aktivalas helyén is detektalhatjuk
a fluoreszcens jel csokkenésének mértékét

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
(fluorescence resonance energy transfer, FRET)

A moddszer elnevezésében az F betli eredetileg Theodor Forster (3.54. abra) nevére utalt, azonban a jelenség
felfedezése ota eltelt tobb mint fél évszazad alatt lassan kicserélddott a két, egyarant F betiivel kezd6do szo.

Forster eredeti megfigyelése szerint két olyan fluorokrom kozott, amelyek koziil az egyik (A) emisszids maximuma
kozel egybeesik a masik (B) excitacidos maximumaval, nemcsak az figyelhetd meg, hogy az A-t gerjesztve, az
altala emittalt fény gerjeszti B-t, amelyik ezutdn szintén emisszioval szabadul meg a felvett energiatdl, hanem — a
fluorokromok megfeleld parositasa €s kozelsége esetén — A-rdl a gerjesztéssel felvett energia kozvetleniil (azaz
az A-ra jellemz6 emisszio nélkiil!) is atkeriilhet a B-re, amelyik ezutdn a neki megfelel6 emisszids fényt fogja
kibocsatani. Vagyis, mig az els6, megszokott esetben kétféle emisszidt (szint) latunk (A-ét és B-ét), addig a FRET
esetében csak a B-ét. A donor fluorokromrol (példankban az A) az energia egy nem-sugarzasszeri, dipdlus-
dip6lus kapcsolodason keresztiil keriil at az akceptor (B) fluorokréomra, amelyik ettdl gerjesztett allapotba keriil.
Az energiatranszfer igen erésen fiigg a két fluorokrom egymastol valo tavolsagatdl (annak hatodik hatvanyaval
forditottan aranyos).

3.54. abra. Theodor Forster (1910-1974)

Ebbdl kovetkezik, hogy ennek megvalosulasahoz az kell, hogy a két molekula ne legyen tdvolabb egymastol, mint
4-8 nm. Ebbdl ered a modszer bioldgiai hasznalhatosaga. Amennyiben ugyanis van két kiilonbdzé molekulank, és
azt szeretnénk igazolni, hogy azok egy bizonyos folyamatban tényleg annyira kozel helyezkednek el egymashoz,
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hogy fizikai vagy kémia interakciéba léphetnek egymassal, akkor ezt FRET-tel bizonyithatjuk. Ehhez az egyikféle
molekulat az A (donor) fluoroférral, a masikat pedig a B (akceptor) fluoroforral kell megjeldlniink az €16 sejten
beliil. Tegyiik fel, hogy az A fluorofor egyediil gerjesztve kék, a B pedig sarga fényt emittal. Ha a sejtben a két
molekula egymastol altalaban messzebb van, mint 8 nm, tehat egymassal nincs kapcsolatban, akkor az A-t gerjesztve
kék szinli emissziot fogunk latni (illetve, ha az emittalt fény képes gerjeszteni a B-t, akkor egy kevés zoldet is.).
Ha viszont a két molekula 6sszekapcsoltan van jelen a sejtben, azaz a kozottiik 16v6 tavolsag kisebb, mint 8 nm,
akkor az A-t gerjesztve csak a B-re jellemz6 sarga emissziot fogjuk latni (3.55. abra).

Természetesen a pozitiv FRET eredmény dnmagaban nem tekinthet6 egy kdlcsonhatas abszolut bizonyitékanak,
de igen er6sen valoszinisiti a két vizsgalt molekula interakciojat, amit megfelel6 biokémiai vagy ko-
immunoprecipitacios vizsgalatokkal is érdemes alatdmasztani. Megjegyzend6 azonban, hogy a FRET-hez nem
valogathatjuk &ssze teljesen tetszolegesen a donor és akceptor fluorokrémokat, hiszen korantsem biztos, hogy azok
kozott 1étrejon a dipolus-dipolus kapcesolat. Az ilyen tipust vizsgalatokhoz a gyartok ellendrzott fluorokrém
parokat kinalnak.

433 nm

\éé
&wa o
.. %% @

3.55. abra. A FRET eljaras bemutatasa az aktin polimerizacidjanak példajan. A G-aktin monomereket a FRET-re
alkalmas kétféle fluoroforral (CFP és YFP) jeloltikk meg. A CFP kék (433 nm) fénnyel gerjesztve vilagoskék fényt
emittal, mig a YFP zolddel gerjesztve sargat. Amig az aktin nem kezd el polimerizalodni, addig a monomerek
szabadon mozognak a citoplazmaban, az atlagos tavolsaguk béven meghaladja a 8 nm-t. Ekkor 433 nm-es
hulldmhosszisagu fénnyel gerjesztve dket csak vilagoskék emissziot fogunk latni, mivel ez a hullimhossz nem
alkalmas a YFP gerjesztésére. Ha azonban a jelzett aktinok beépiilnek a polimerbe, akkor szép szammal keriilnek
szorosan egymas mellé olyan monomerek, amelyek koziil az egyik CFP-t, a masik YFPt hordoz. Ekkor a 433 nm
gerjesztésre mar jelentés mennyiségli sarga emissziot is kapunk, ami azt jelzi, hogy a kétféle mddon jelolt aktin
Osszekapcsolodott, és a rajtuk 1évo kétféle fluorofor kozott 1étrejott az energiatranszfer

Em ez

¥

433nm

Fluoreszcens in situ hibridizacié (fluorescence in situ
hybridization, FISH)

Ez a modszer kifejezetten nukleinsavak jelolésére és kimutatasara szolgal. Segitségével nemcsak bizonyos
DNS-szekvencidk, éppen expresszaloddé mRNS-ek, hanem mikroRNS-ek jelenléte is detektalhato. A keresett
nukleinsav-szekvencia jelenlétének kimutatasadhoz tigynevezett prébakat hasznalunk, amelyek 30—50 bazisparnyi
szakaszt tartalmaznak a kimutatando szekvenciabdl. A proba altalaban DNS, mivel ennek kettds helixe igen stabil.
A két DNS-szal koziil azon vannak a fluoreszcens jelek, amelyik parba tud allni (azaz komplementerként tud
viselkedni) a keresett nukleinsav-szekvenciaval. A masik szal ,,néma”, csupan stabilizal6 szerepe van. A probakat
erre szakosodott cégek allitjak eld, a detektalni kivant szekvencia ismeretében. A mintaként szolgalo fixalt sejteket
feltarjak (a DNS-re nézve permeabilissa teszik), illetve a fixalt szovetbdl altalaban fagyaszté mikrotommal készitenek
metszeteket. A mintaban 1év6 nukleinsavakat denaturaljak, ekkor a DNS két lanca, illetve a tRNS-ek 6sszefekvo
szakaszai elvalnak egymastol, tehat valamennyi nukleinsav egyszala lesz. A préba-DNS-t szintén denaturaljak,
majd felviszik a pufferben 1év6 mintara. Mintegy 12 6ra elegendd arra, hogy a mintaban 1év6, detektalando
nukleinsav-szekvenciat a proba jelzett DNS-szala megtalalja, €s azzal parba alljon. Ilyen modon hibrid nukleinsavak
jonnek létre, hiszen a kettds szalt molekula egyik szdla a mintabol, a masik — jelzett — szala pedig a probabol
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szarmazik. A felesleges jelzett nukleinsav eltavolitasa utan a minta fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalhato (3.56.
abra).

A
LN . |

Nick
transzlacid :
- 00009 A l1i13
§- R a3 T T e 5 ¥ > —~—)
C - D o

- Target
B @™o W
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3.56. abra. A FISH Iépései. El6szor a kivalasztjuk és izoldljuk azt a DNS szakaszt (A), aminek a jelenlétét a
mintaban igazolni szeretnénk. Ezutan ugynevezett nick transzlacioval ennek egyik szalabol random modon
nukleotidokat vagunk ki (B). Kovetkezo 1épésként — az ép szal alapjan — jelzett nukleodidokkal egészitjiik ki a
hianyos DNS szalat (C). Ennek a proba-DNS-nek a két szalat egymastol elkiilonitjiik (denaturaljuk), és ugyanezt
tessziik a mintaban 1évé DNS-sel is. Ha a minta DNS-ében megtalalhat a jelzett proba-DNS komplementere,
akkor a probat a mintahoz adva a kétféle DNS-szal 6sszekapcsolodik, azaz hibridizal. A proba DNS-en 1évo
fluorszcens jel kdtddése alapjan a kérdéses DNS szakasz jelenléte a mintaban igazolhatd

Kérdések és feladatok

. Hogyan jon létre a fluoreszcencia?

. Mi a kiilonbség a fluoreszcencia €s a foszforeszkalas kozott?

. Milyen szerkezetli molekulak képesek fluoreszcenciara?

Mi a kiilonbség a kromofor és a fluorofor kozott?

. Mit mond ki a Stokes-szabaly?

Hogyan magyarazzuk a fluoreszcencia létrejottét?

. Mire vezethetd vissza a kioltddas (photobleaching) jelensége?

. Mi okozza az elhalvanyodas (quenching) jelenségét?

. Mi az abszorpcids spektrum?

10. Mi az emisszids spektrum?

11. Mi hatarozza meg egy fluoreszkalé molekula fényességét?

12. Hogyan lehet fluorofér molekulacsaladokat 1étrehozni?

13. Mit értiink autofluoreszcencia alatt?

14. Miért johet 1étre autofluoreszcencia?

15. Milyen egy quantum dot szerkezete?

16. Mitdl fiigg egy quantum dot abszorpciés maximuma?

17. Melyek a fluorokrémokkal valé munka altalanos szabalyai?

18 Mire kell figyelni egy higanygdzlampa hasznalatakor?

19. Milyen az intenzitas-karakterisztikaja egy short pass és egy long pass filternek?
20. Mi a kiilonbség egy long pass filter és egy dikroikus tiikor kdzott?
21. Hogyan mukodik egy dikroikus tiikor?

2. Milyen egységek vannak egy szlirokockaban?

23. Minek a festésére alkalmas az akridinoranzs?

24 Hogyan és mit jelol a DAPI?

25. Hogyan jeloli meg szelektiven a mitokondriumokat a Mitotracker?
26. Mi az alapja a Lysotracker lizoszémakban torténd felhalmozodasanak?
27. Mire hasznalhat6 egy FACS berendezés?

28. Hanyféle detektor van egy FACS késziilékben?

29. Mi az epitop?

30. Mi a kiilonbség a primer és a szekunder antitest kozott?

31. Hogyan lehet kettds immunhisztokémiai jellést csindlni?

32. Hogyan hasznaljuk a fluoreszkald fehérjéket?

33. Mit tudunk kimutatni a FRAP modszerrel?

34. Mire idealis az iIFRAP?

35. Miért adhat pontosabb adatokat a FLIP mint a FRAP?

36. Mi a jelolésbeli kiilonbség a FRAP és a FLAP ko6zott?
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37. Mi tudunk kimutatni a FRET moédszer segitségével?
38 Mi a FISH eljaras Iényege?
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4. fejezet - Elektronmikroszképia

Laszlo Lajos

Mi teszi szukségessé az elektronmikroszkép
hasznalatat?

A szabad szemmel nem lathatd szerkezetek megfigyelésére mikroszkopokat hasznalunk. A szdvettani szinti
vizsgalatokhoz a fénymikroszkopok alkalmasak. Fényforrasuk lathatd fényt bocsat ki, aminek a
hullamhossztartomanya 400—-700 nm. Ahogy azt az Optikai alapfogalmak cimti fejezetben mar irtuk, egy mikroszkop
felbontoképességét a feloldasi hatar (dp,;,) értékével jellemezhetjiik, ahol a feloldasi hatar az a legkisebb tavolsag,
amelyet a mikroszkop két kiilonallo képpontként képez le (feloldhaté minimalis tavolsag). Egy mikroszkop
felbontoképessége (feloldoképessége) alapvetden a minta megvilagitdsara hasznalt elektromagneses sugar
hullamhosszanak a fiiggvénye (1. Abbe-képlet). A hagyomanyos fénymikroszkop esetében a felbontoképesség
javitasanak éppen az szab hatart, hogy a legrovidebb hullamhosszu, de még a lathato tartomanyba es6, képalkotasra
felhasznalhat6 fény — kékesibolya, A=440 nm — alkalmazasakor a d,;, értéke koriilbeliil a hullamhossz fele, azaz
200-220 nm. Ez azt jelenti, hogy egy metszeten a 200 nm-nél kdzelebb 1évo targypontok a fénymikroszkdpban a
legnagyobb nagyitassal sem kiilonithetok el egymastol, a mikroszkdp ugyanis azokat egy pontba képezi le!.

A sejttani dimenziékban val6 vizsgalodashoz azonban ennél sokkal jobb feloldoképességre van sziikség, hiszen
a sejtek és sejtalkotok mérettartomanya ezt kivanja meg. Jobb felbontast elérhetiink gy, hogy —a levegdhoz képest
—noveljiik a targy €s az objektiv kozotti kdzeg torésmutatojat (1. immerzids olaj hasznalata).

Amennyiben az igy elérhet6 felbontas sem elég, a lathat6 fénynél rovidebb hullamhosszu sugarzast kell hasznalnunk.
Ilyen példaul az elektronsugar, amelynek hullamhossza az elektronok sebességével (a rajuk hatd gyorsitd
fesziiltséggel) forditottan aranyos (l. alabb). Minél nagyobb tehat az elektronok sebessége, annal révidebb a
hullamhosszuk (A); ezzel viszont egyenesen aranyosan csdkken a feloldasi hatar (d,;,) értéke. Egy korszer(i
elektronmikroszkop esetében ez az érték tobb nagysagrenddel kisebb a fénymikroszkopénal (d,;, = 0,1-0,2 nm,
azaz 1-2 A), ami értelemszeriien nagysagrendekkel jobb felbontést tesz lehetévé.

De Broglie mutatta ki, hogy minden m tomegii és v sebességii anyagi részecskéhez A hullamhosszusagu mozgas
tartozik. Az itt nem részletezett Osszefiiggés szerint a mozgo részecskéhez tartozé hullamhossz a részecske
sebességével csokken. Ha az elektronok sebessége 1 0"-10"" em/s akkor a megfelelé hullamhosszértékek
7,26x1077-6,85x1071" cm. Ezzel szemben a lathato fény kozepes hullaimhossza 5x1 07 cm, az ultraibolya fényé
pedig 2,5x1 07 cm. Az elektronsugarzas hullamhossza tehat a lathato féeny hullamhosszanak 50—100 ezred része,
specialis fizikai célokra hasznalt elektronmikroszkopok eseteben pedig egymilliomod része is lehet. A modern
miiszerek felbontasa gyakorlati okokbol még nem javult ilyen aranyban, de kériilbeliil ezerszer jobb lehet, mint a
fénymikroszkopoke. Ilyen felbontas mellett mar bizonyos nagyobb méretii molekulak is elkiilonithetok egymastol.
A biologiai anyagok vizsgalatahoz altalaban nincsen sziikség ennél jobb felbontdsra.

A megfelel6en elokészitett biolégiai mintak vizsgalata soran az elektronsugarral: i) a metszeteket at lehet vilagitani
(atvilagitd vagy transzmisszios elektronmikroszkop, TEM), ii) a feliileteket le lehet tapogatni (pasztazo vagy
scanning /szkenning/ elektronmikroszkop, SEM), iii) bizonyos elemekre vonatkozéan az anyagosszetételt meg
lehet hatarozni (analitikai mikroszkopia). A mikroszkopgyartok a kiilonb6z6 célokra mas-mas adottsagl
mikroszkopokat fejlesztettek ki, de ma mar olyan késziilékek is forgalomban vannak, amelyek az atvilagito és a
pasztazo technikat egyarant alkalmazzak (STEM).

Elektronjelenségek

A becsapo6do elektronok egy hanyada nem l1ép kélesonhatasba a minta atomjaival, igy valtozatlan modon folytatja
utjat. Az elektronok masik része atommagokba iitkozik, és azokkal kolcsonhatasba 1épve ugynevezett
elektronjelenségeket indukal. Bizonyos szazalékuk — az anyagi 6sszetétel fliggvényében — az iitk6zés kovetkeztében

! Itt nem tettiink kiilonbséget a pont- és vonalas felbontas kozott, bar ismert, hogy a ketté nem ugyanaz.
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rugalmasan szérédik: eredeti irdnyatol nagymértékben eltériil, és vagy folytatja ttjat, vagy visszaverodik.
Mennyiségiik a minta atomjainak tomegszamatol fiigg. A legnehezebb elemek a beléjiik csapodo elektronokat
akar 50%-os valoszinliséggel rugalmasan szorjak, mig a legkonnyebb elemek atomjain csak igen kismértékii az
ilyen tipust sz6rddas. A rugalmasan sz6rodo elektronok energidja nagy, az iitkdzés soran nem csokken, igy a minta
mélyebb rétegeibdl is kijutnak a preparatumbol (4.1. abra).

A mintaval kdlcsonhatasba 1€p6 elektronok egy része a mintan athatol: ugy iitkzik a minta atomjaival, hogy
energidt ugyan veszit, de iranyat csak kismértékben valtoztatja meg. Ezt a jelenséget nevezziik rugalmatlan
szérédasnak (4.1. abra).

miasodlagos elektronake

rantgenfotonok
v rugalmasan szort,

i visszaszdrt elektronokc

MINTA
/

rusgalmasan szdrt,
tovabbhaladd
elektronok

dteresztett (transzmittalt) elektronok

4.1. abra. Elektronjelenségek: az elektronok és a minta kdlcsonhatasanak eredményeként szort és masodlagos
elektronok, valamint rontgenfotonok hagyjak el a mintat

Minél vékonyabb a minta, illetve minél kisebb atomszamu elemeket tartalmaz, annal tobb elektron juthat at rajta:
a kelléen vékony biolégiai mintdk alapvetéen transzparensek. A transzmittalt (,,ateresztett”) elektronokat
legelterjedtebben a transzmisszios elektronmikroszkopiaban (TEM) hasznaljak metszetek képi megjelenitésére.
Ennek megértéséhez képzeljiink el egy olyan mintat, amelynek az egyik része amorf szénbdl, egy masik teriilete
amorf nehézfémbdl all, a harmadik rész pedig kristalyos rendezettségli nehézfémrészecskéket (atomok vagy
nehézfémsok ionjai) tartalmaz. A minta kiilonb6z6 anyagi dsszetételli részein atesd, valtozatlan iranyban haladd
¢és szorodo elektronok szama (aranya) valtozni fog: a 10 nm-es amorf szénrétegen 100 elektronbol 90 iranyvaltoztatas
nélkdil atjut, a tobbi kiilonb6z6 szogben szorddik. Ha a réteg vastagsaga ennek kétszerese (20 nm), akkor az ,,egyenes
vonalban” atjut6 elektronok szama 80, a szorodoké 20. Az amorf nehézfémen az elektronoknak mar csak 5%-a
jut at (kozel) valtozatlan iranyban, 95%-uk valtozo szogben rugalmasan szorodik. A minta negyedik, kristalyos
nehézfémbdol allod részén rugalmasan szorddo elektronok mindig egy adott szogben térnek el az elektronsugar
tengelyétol; ahol az eltérés szoge a minta orientaciojatol fiigg. Az Gtjukat egyenesen folytato és a szorodo elektronok
szama itt a minta orientacidjatél és a minta vastagsagatol fiiggden valtozd lesz. Amennyiben ebben a
gondolatkisérletben az egy adott szognél nagyobb eltéréssel szorodo elektronokat lerekeszeljiik, azaz kizarjuk a
képalkotasbol, akkor a minta leképezéseként kialakuld képnek eltéré arnyalata részei lesznek, ahol a kiilonb6z6
arnyalatokat a rekesz nyilasan atjuté elektronok szama fogja meghatarozni (4.2. abra).

A 4.2. dbran lathato, hogy a kis atomszamu szén esetében a vastagsag novelése alig csokkenti le az athalado
elektronok szamat, mig a nagy rendszamu fém jelentdsen szorja az elektronokat. A szénalapt biologiai mintak
alapveten transzparensek, s itt a minta vastagsagabol adodo arnyalatnyi eltérés csak gyenge kontrasztot ad. Eles
hatarvonal a nehézfémbdl allo teriileteket rajzolja koriil.
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4.2. abra. Az ates6 100 elektron sorsanak alakulasa egy feltételezett mintan, amelynek A és B része amorf szénbdl,
a C rész amorf 6lombol, a D pedig kristalyos rendezettségli 6lomatomokbol all. A leképezett kép részleteinek
»fényintenzitas’-értekei kozott a 90:80:5:valtozo arany all fenn. (A rugalmatlanul szort elektronok utja lila, a

sugarnyalab tengelye mentén haladoké kék. A szines szamok a megfeleld elektronok szamat jelzik)

A becsapodo (elsédleges) elektronok altal vizsgalt felszin atomjaibol elektronok 1éphetnek ki, melyek a targyat
elhagyjak. Ez utobbiak az un. masodlagos (szekunder) elektronok (4.1. dbra). Mennyiségiik nem all egyszerti
Osszefiiggésben a vizsgalt feliiletet alkoto atomok tdmegszamaval. Kilépési iranyuk és mennyiségiik nagymeértékben
fiigg a vizsgalt feliilet topografiajatol. Energiajuk kicsi, ezért a mintanak csak kis mélységébdl tudnak a felszinre
jutni. A detektorral 6sszegytijtott masodlagos elektronokat a pasztazé elektronmikroszkopban (SEM) hasznaljak
képalkotasra: ennek soran a ,,megvilagitd” sugarnyalab egy megfelelden eldkészitett feliiletet pasztaz végig, tapogat
le pontrdl pontra.

Adott mintik esetében a becsapodo elektronok egy hanyada mélyre hatol és lelassul, a masodlagos elektronok egy
része pedig olyan mélyen fekvd atomokbol keletkezik, hogy nem képes a targyat elhagyni. A felgyiilemld elektronok
a targy negativ téltését novelik: ez a toltés az un. abszorbedlt aram, amely mérheté. Ha a vizsgalt anyag nem jo
elektromos vezeté vagy félvezetd, akkor az elektronbecsapodasok a negativ toltések egyenetlen eloszlasat
eredmeényezik. Ez az eloszlds jellemz6 az anyagi Osszetételre.

A minta atomjaiba becsapodo elektronok ,, kitithetnek ” elektront az adott atom valamelyik (K, L, M) elektronhéjarol.
A kilépé elektron helyébe az egyik kiilsé héjrol egy elektron ugrik, mikézben energia szabadul fel, kvantumokba,
fotonokba ,,csomagolt” médon. Ez réntgensugdrzds formajdaban detektalhato (4.1. dbra). Az elektronhéjaik kozotti
energiakiilonbsegek jellemzéek az egyes atomokra, ezek alapjan az atomok azonosithatok. Az elektronok belsébb
héjra valo ugrasa kozben kibocsatott rontgensugarzas elemzésével tehat az anyagi 6sszetétel hatarozhato meg. Az
analitikai célokra hasznalt mikroszkop tulajdonképpen egy rontgensugar-detektorral felszerelt pasztazo
elektronmikroszkop, amely a gyorsitofesziiltség nagysagatol fiiggden élettelen és biologiai mintak vizsgalatara is
hasznalhato.

Az elektronmikroszkép rovid torténete

Az elektronsugarzast képalkotdsra hasznalo mikroszkop addig elképzelhetetlen dimenziokat nyitott a kutatasok
elétt, mind az élé-, mind pedig az élettelentudomanyok teriiletén, hiszen hasznalataval lehetévé valt az anyag atomi
szinti vizsgadlata. 1986 a fizikai Nobel-dijak torténetében az elektronmikroszkopé volt: ebben az évben a dijat
megosztva hdarom német fizikus, Ernst Ruska, Gerd Binnig és Heinrich Rohrer kaptak. Ernst Ruska az
elektromagneses lencsék és az elektronmikroszkop kifejlesztésében végzett uttoré munkdassaga alapjan, Binnig és
Rohrer pedig a feliilet atomonkénti letapogatdsara alkalmas technologia kidolgozdsaért kapta az elismerést
(pasztazo alagut mikroszkop, ,, scanning tunneling microscope”).

Az elektronmikroszkop megalkotasahoz vezeto ,,felfedezout” legfontosabb allomasait a kovetkezokben foglaljuk
ossze. Joseph John Thompson (1856—1940, fizikai Nobel-dij, 19006) felfedezte az elektront (1897). Louise de Broglie
(1892—1987) felismerte, hogy ennek részecske- és hullamtermészete is van (1924, 4.3.A— B abra). Az elsd
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elektromagneses lencsét Hans Busch készitette, aki ezzel bizonyitotta, hogy az elektronsugadr inhomogén mdgneses
téerben fokuszalhato (1927). Busch ezzel tulajdonképpen megteremtette az elektronmikroszkop létrehozdsdhoz
sziikséges alapvetd feltételt— ahogy az a Nobel-dij-atadasi tinnepségen 1986-ban elhangzott: az elektronmikroszkop
megsziiletése és léte azon alapszik, hogy egy megfeleléen kialakitott elektromos tekerccsel az elektronsugarat
ugyanugy lehet ,,terelni”, mint ahogy azt az optikai lencsék teszik a fénnyel (l. 4.4 dbra).

Az elsé elektronmikroszkop megalkotdsa k6zos munka eredménye volt, amelyben Ruska mellett egy elektromérndk,
Max Knoll is részt vett (Berlin, 1931, 4.3.C abra). Ezt megeldzéen Ruska az elektromdgneses tekercsek elektronokra
gvakorolt hatdsait tanulmanyozta, s rdjott, hogy az elektromos lencsék fokusztavolsaga lecsékkentheto, ha a
tekercset vaskopennyel vonja be (4.10.B abra). 1933-ban énalloan sajat mikroszkopot épitett, amelynek a nagyitdsa
12 ezerszeres volt. Az elso, kereskedelmi forgalomba keriilt mikroszkop megalkotdasan (1939) mar a Siemens cég
alkalmazottjaként dolgozott. Ebben a munkaban kollégaja Bodo von Borries volt. A mérnékok kezdettdl fogva
torekedtek arra, hogy a talalmany a biologiai mintak vizsgalatara is alkalmas legyen. Annak érdekében, hogy ez
az eszkoz az élettelen és élo tudomanyok minél szélesebb kérében elterjedjen, 1940-ben egy olyan laboratoriumot
hoztak létre, ahol kiilfoldi kutatok is kiprobalhattak és kisérleteikben hasznalhattak az wj mikroszkopot. Ennek
koszonhetéen 1944-ig koriilbeliil 200 olyan publikacio sziiletett, amely elektronmikroszképos munka eredménye
volt. A masodik vilaghaboru ugyan lelassitotta a fejlodest, de 1954-ben megsziiletett az ,, Elmiskope 1, amelyet
vilagszerte tobb mint 1200 intézetben hasznaltak.
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4.3. abra. Joseph John Thomson (A), Louise de Broglie (B) és az elektronmikroszkop vézlatrajza Ruska
jegyzokonyvébdl (C)

Az elsé pasztazo elektronmikroszkop dsszedllitasa Manfred von Ardenne nevéhez fiizodik (1938). Ennek a tipusnak
a tovabbfejlesztett, kereskedelmi valtozatara 1964-ig kellett varni.

A transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)

A TEM és a fénymikroszkop osszehasonlitasa

Az optikai mikroszkép és a TEM képalkotasa alapvetéen hasonld: mindkettd egy preparatumon (metszeten)
athalado elektromagneses sugarakbol allo nyalabot hasznal a targy leképezésére. A sugarforras az egyikben (lathato)
fényforras, lampa, a masikban elektronagytinak nevezett elektronforras. Az ezek altal kibocsatott sugarakat a
fénymikroszkdopban optikai lencsékkel, az elektronmikroszkopban elektromagnesekkel terelhetjiik, fokuszalhatjuk
és terithetjiik. A preparatumhoz ¢éré sugarak egy része valtozatlanul halad at a metszeten, a masik része
kolcsonhatasba 1ép vele (pl. megvaltoztatja hullamhosszat, iranyat, rezgéssikjat, 1. 4.1. és 4.2. abra). Mindkét
mikroszkoptipusban a preparatumon atesd, valtozatlanul athalad6 és rugalmatlanul sz6r6do sugarakat hasznalhatjuk
képalkotasra, a rugalmasan szoréddokat abbol kizarjuk.

Egy atvilagito elektronmikroszkép felépitése tehat egy optikai mikroszkopéhoz igen hasonlo. A két berendezés
miikodési elve lényegileg a kivetkezé: a sugarforras altal kibocsatott elektromagneses (foton vagy elektron)
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nyalabot a kondenzorlencse fokuszalja a minta sikjaba. Az innen tovabbhalad6 sugarak keresztezddve képet
alkotnak az objektiv hatso fokuszsikjaban. Ezt a nagyitott, 1atszolagos, els6dleges képet, illetve ennek részletét a
kivant nagyitasura alakithatjuk, ha a kép sikjaba helyezett blendével a sugaraknak csak egy részét engedjiik tovabb,
am ezeket egy vetitd (projektor) lencserendszerre vezetjiik, amely szétteriti ket, azaz tovabb nagyitja a képet. A
végleges, lathato kép tehat az eredeti targypontokbol csak azokat tartalmazza, amelyeket a blendével atengedtiink,
de ennek a részletnek a mérete a targy megfelel6 részletéhez viszonyitva mar joval nagyobb lesz (4.4. abra és 1.
tablazat).

FENYMIKROSZKOP

lampa —— megvildgitds

B % -

kondenzor i i
| MINTA ELEKTROMAGNESE
optikai ¥ obfeky
(iiveg) y N
lencsék Fi N
4 2. elsddleges kép
kéiztes lencse
'-)(' , vetitdlencse
Y %
A
/o
OKUIAT — > des  vEglegees kép

4.4. abra. A fénymikroszkop és a TEM képalkotasanak 6sszehasonlitasa (elvi felépitések, A), valamint a képalkoto
elemek helyzete az elektronmikroszkopban (B). Az A abran az objektiv alatti piros vonalak az objektiv blendét
jelzik, amelynek sikjaban kialakul az els6dleges kép. Figyeljiik meg, hogy a tobbszordsére nagyitott, végleges kép
az els6dleges képnek csak a kdzépso, egyenes vonalbol allo részét tartalmazza, a két kép kozotti nagyitas mértékét
pedig vékony szaggatott vonal jelzi!

I. tablazat. A fénymikroszkop és a TEM Osszehasonlitasa

Megyvilagitas (fényforras) lampa elektronagyu

Kondenzor optikai (iveg)lencse elektromagneses lencse

Minta elhelyezése targyasztal mintatartd

Objektiv optikai (iiveg)lencse elektromagneses lencse

Képvetitd, nagyitd és képfelfogd tiikor, optikai (iiveg)lencse, okular | elektromagneses lencsék, fluoreszcens
rendszer ernyd

Képrogzités (kamera tipusa) analog vagy digitalis analog vagy digitalis

A két mikroszkoptipus kozott fontos kiilonbség, hogy az elektronmikroszkopban a sugarforrds védelmére és az
elektronnyalab zavartalan haladasanak érdekében vakuumot kell 1étrehozni (10°-102 Pa). Az elektronsugar
létrehozasahoz, tereléséhez és megfeleld mindségh kép 1étrehozasahoz nagy fesziiltségii, stabil aramkorokre van
sziikség. A mikroszkop miikddése kozben folyamatosan hd termelddik, igy a hiitésérdl gondoskodni kell (vizhiités,
vizpumpa). Mindezek figyelembevételével a TEM fobb részei a kovetkezok:

Elektronforras (clektronagyt): kibocsatja az elektronnyaldbot, amellyel ,,megvilagitjuk™ a targyat;
Kondenzorlencse: az elektronsugar-nyalabot a targysikba vetiti;

Mintatarto: a targyat (mintat) hordozza;

Objektivlencse: hatso fokuszsikjaban 1étrehozza az elsédleges, mar nagyitott, kdztes képet;
Kozbenso (koztes) és vetité (projektor) lencse: tovabbnagyitjak az elsédleges képet;

Képfelfogo ernyé ¢s képrogzité rendszer: megjeleniti a végleges képet;

AN EA L=
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7. Segédberendezések: vakuum-, hiit6- és fesziiltségstabilizalo rendszerek: biztositjak a mikroszkop megbizhato,
stabil miikodését.

Az elektronforras, az elektromagneses lencsék, a mintatartd és a képfelfogd ernyd a sugarnyalab Utja mentén, a
mikroszkop oszlopaban kialakitott terekben talalhatok (4.5. abra). A kezelgombok és kapcsolok magan az oszlopon,
az asztalon 1év6 paneleken, illetve az asztal alatti labazat szekrényeiben vannak elhelyezve. A segédberendezések
szintén a labazatban, vagy a mikroszkdp mellett kapnak helyet (4.6. abra).

a mikroszkdp kivvonala

elektronsugar

]

-
—

allé terek

diffuzios
pumpak

4.5. abra. A TEM {0 részei és vakuum alatt 1év0 belso terei (ezek vilagos- és sotétkékek, A), valamint a mikroszkop
kiils6 felszine (B)

4.6. abra. A TEM egyes segédberendezései: vakuumot eldallitdo pumpak (A) és vizhiito (B)

A TEM képalkoté elemei

Az elektronagyu

Az elektronmikroszkop ,,fényforrasa” az elektronagyu (4.4. és 4.5. abra), amelynek részei a katod, a Wehnelt-
henger és az andd (4.9. abra). A lelke egy elektromos arammal felfiitott, meghatarozott anyagti (wolfram vagy
lantan-hexaborid, LaBs) fémszal, amely V alakban hajlitott. A fémszal negativ toltésii: ez a katéd. Beldle az
elektronok a fiitdaram hatasara a V betii csticsan 1épnek ki (izzdszalas katdd tipus, 4.9.A dbra).

A fiitéaram novelésével a katdd elektronkibocsatasat egy telitési gorbének megfelelden tudjuk fokozni. Az
aramer6sség emelésének hatasara egy pontig no a kibocsatott elektronok szama (a leképezett kép egyre fényesebb
lesz), a telitési pont folott azonban mar hiaba emeljiik tovabb az aramerdsséget, az emittalt (kibocsatott) részecskék
mennyisége gyakorlatilag nem ndvelhetd tovabb (talfiités esetén viszont a katdd élettartama jelentdsen csokken!).
A telitési gorbe felso, konvex flexids pontjanak megfeleld flitdaramot érdemes tehat hasznalni (4.8. 4bra).
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elektronak \‘
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flrdaram

4.8. abra. A fiitéaram (vizszintes tengely) és a kibocsatott elektronok szama (fiiggéleges tengely) kozotti
Osszefliggés: a fitdaram erdsségének emelésével a kibocsatott elektronok szama a konvex flexids ponton tul tovabb
mar nem ndvelhetd (egyszeriisitett vazlatrajz)

Az elektronforrasként hasznalt katddszalat az un. Wehnelt-henger veszi koriil. Ennek fesziiltsége néhany szaz
volttal negativabb, mint a katodé, s rajta egy nyilds van: ezen haladnak 4t az elektronok (4.9.B. 4dbra). A Wehnelt-
henger szabalyozza az elektronok katddszalbol torténd kilépését: a kilépés helyét a szal csucsara sziikiti, és
meghatarozza a kilép6 elektronok szamat (azaz a ,,fényer6t”), de egyben tereli is az elektronokat. Az elektronagytbol
kilépd sugarzas forgasszimmetrikus nyaldbot alkot, amely egy keresztezddési pont utan széttart.

Megallapithatjuk tehat, hogy a sugarnyalab ,,fényerejének” (elektronsiiriiségének) kialakitasaban a katodnak és
a Wehnelt-hengernek is szerepe van. Ezért a megfelel6 tulajdonsdgu ,,megvilagitas” kialakitasdhoz a katod és a
Wehnelt-henger paramétereit dssze kell hangolni. A régebbi mikroszkopokban a két érték kiilon-kiilon allithato

e

automatikusan igazodik a katodhoz.

Az elektronsugar hullamhossza az elektronok sebességével forditottan aranyos: annal kisebb a hullamhossz, minél
nagyobb a sebesség. A nagy felbontas eléréséhez tehat az elektronokat kellé sebességre fel kell gyorsitani: erre
szolgal az un. gyorsitofesziiltség. Fesziiltségkiilonbséget kell tehat 1étrehozni a katod és egy, az elektronok utjaba
es6 sik kozott. Ezt a foldelt anod (fesziilltsége 0 V) biztositja, amely tulajdonképpen egy gylirii: a nyilasa felé
,,reptld” elektronok a fesziiltségkiilonbség miatt felgyorsulnak, mikozben az andd nyilasan at ki is 1épnek az
agyubol (4.9. abra).

A biologiai mintak vizsgalatara hasznalt transzmisszids elektronmikroszkdépokban a gyorsitofesziiltség értéke
altalaban 50—60 ezer V. Az érték helyes megvalasztasa nagyon fontos az eredményesség szempontjabol: ha til
nagy a gyorsitofesziiltség, az elektronoknak nagyon nagy lesz az energiajuk, igy jelentOs résziik tigy halad at a
mintan, hogy azzal nem Iép kdlcsonhatasba (4.1. abra). Ez 1ényegében azt eredményezi, hogy a kapott kép
kontrasztszegény lesz (1. 4.2. abra). Alacsony gyorsitofesziiltségnél az elektronoknak nem lesz megfeleld sebességiik,
ezért a mikroszkdp felbontasa romlik. A megbizhaté miikodés szempontjabol a gyorsitofesziiltség stabilan tartasa
tehat fontos kovetelmény.

A katsd szl — KATOD (60 ezer V)

Wehnealt-henger
_ s nyilasa

T elektron nyalsh
|'.-"'I,I'|I " keresztendois

4.9. abra. Az elektronagyl részei: izzokatdd (A) és az agyu hosszmetszeti vazlata (B). (Az A abran latszik, hogy
egy esetleges katodcsere esetén a katodot csak kesztylivel szabad megfogni)

Az elektromagneses lencsék és a blendék

Az elektronsugar magneses lencsékkel terelhetd, azaz fokuszalhatd és szétterithetd. A TEM oszlopaban négyféle
elektromagneses lencse van, amelyek sorrendje fentrdl lefelé¢ a kovetkez6: kondenzorlencse, objektivlencse,
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koztes lencse ¢s projektor- (vetité)lencse. A modern mikroszkopokban ezek kettds lencsék, azaz két-két tekercs
alkotja dket.

Funkciéjuk roviden a kovetkezo. Az elektronforrasbol kilépd sugarnyalabot a kondenzorlencsék gytjtik 0ssze
és teritik szét egy adott méretii folton beliil kdzel homogén megvilagitassa. A megvilagitdo nyalab lehet kozel
parhuzamos, azaz sikhullam (képalkotasnal), vagy fokuszalt, azaz konvergens (analitikai alkalmazasnal). Ez a
nyalab vilagitja meg a mintat. Az elsédleges leképezést végzd objektiviencse altal alkotott képet (4.4. abra) a kdztes
és a vetitélencsék kozvetitik a képrogzitore (film, digitalis kamera érzékeldje). A koztes lencsék szama valtozd
(2-3), s a kivant nagyitas mértékétol fiiggden kapcesolhatok be és ki. Kis nagyitasnal elegend6 csak az egyiket
hasznalni, kdzepes és nagyobb nagyitasoknal a tobbit is be kell kapcsolni (4.10.A abra). Amikor egy intermedier
lencsét bekapcsolunk, a kép 180 fokban elfordul (ennek okara nem tériink ki).

A kapott kép nagyitasa fiiggetlen a megvilagitott teriilet nagysagatol, egyediil attol fligg, hogy az objektivlencse
képsikjaban megjelend rogzitett nagyitasu, elsédleges (koztes, intermedier) képet a vetitdrendszer hanyszorosara
nagyitva vetiti tovabb a képrogzitore (4.4. dbra).

A magneses lencsék térerdsségét a tekercsben folyd aram hatarozza meg. A tekercs kdzepén nyiléds (porus) van,
amit kiiposan megmunkalt polusperemek, Gn. pélussaruk képeznek (14.10.B abra). A lencsék tekercsében folyo
aram hatdsara magneses erGvonalak keletkeznek, amelyek az elektronokat terelik. A tekercs vasképennyel boritott.

A lencsék kozott elhalad6 elektronnyaldbban az elektronok spiralis palyan mozognak. A régebbi mikroszkopokban
ez vilagosan érzékelheto volt a nagyitas valtoztatasakor, ilyenkor ugyanis a kép adott szogben elfordult. Ez az
elmozdulas a modern berendezéseknél mar korrigalt.

B A
[ elektronsugar
porus
elektronagyl —
felsd pélussaru
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kis képerny

nagy, fluoreszcens
képernyd

sikfilm kazettak

a képalkotasban \ j

részt vevo elektronok elektromos
1 tekercs

4.10. abra. Az elektronsugar terelése: az elektromagneses lencsék helyzete a mikroszkdpban (A), egy lencse
metszete a polussarukkal (B), az objektivblende miikodése (C) és a blendék kezelégombjai a mikroszkop oldalan

(D)

A lencse fokusztavolsagat az elektromagnes aramerdsségével lehet szabalyozni. A mélységélesség a lencse azon
tulajdonsaga, hogy nem csak egy sikrol, hanem a tér (targy) adott mélységt szeletérdl ad éles képet. Ertéke fiigg
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a hulldmhossztol és a numerikus apertiratol. Az elektronsugar esetében ez az ultravékony metszet vastagsaganal
nagyobb érték, igy a TEM a metszet teljes vastagsagat egy sikba képezi le.

Csakugy, mint az optikai (liveg)lencséknek, az elektromagneses lencséknek is vannak lencsehibaik. Ezek egy
részét korrigalhatjuk az apertuara sziikitésével, mivel a hibak a lencse széle felé jelentkeznek leginkabb Az apertiira
szlikitése a felbontas csokkenésével jar, igy a felbontoképességnek a lencsehibak kikiiszobolése szab hatart (vagyis
a felbontoképesség elmarad az elméletileg lehetséges értéktol).

rrrrr

egyenletes sliriiségli €s homogén legyen. Ez a feltétel a nyalab tengelyének kozelében teljesiil. Az ezen kiviil eso,
a képalkotas szempontjabol nem kivanatos elektronokat a kondenzorlencse alatti és az objektivlencse feletti
blendékkel (apertirakkal) zarhatjuk ki a sugarnyalabbol. Ahogy azt mar korabban irtuk, a mintaval talalkozo
elektronok kétféleképpen iitkozhetnek a minta atomjaival. Ha az elektron — megtartva energiajat — csak irdnyat
valtoztatja meg (azaz ,elpattan” a mintarol), akkor rugalmas szérodasrol, ha az iitkozés kovetkeztében lelassul
(energiat veszit), de iranyat csak kismértékben valtoztatja meg, akkor rugalmatlan szérodasrol beszéliink (4.1.
abra).

A blendék — aperturanyilasuktol fiiggden — a sugarnyalab perifériajat zarjak ki (az ott halado6 szorodo elektronokkal
egylitt) a tovabbhalado elektronnyalabbdol (4.10.C abra). Minden egyes blende nyilasanak méretét a
gyorsitofesziiltséggel (azaz a rugalmasan és rugalmatlanul szor6d6, valamint a mintan valtozatlanul athalado
elektronok aranyaval) kell 6sszehangolni annak érdekében, hogy a kapott kép kontrasztja és felbontasa is
elfogadhato legyen (1. 4.2. abra).

Adott gyorsitofesziiltségnél a blende sziikitésével a kontraszt névelhetS. Adott blendenyilasndl viszont a
gyorsitofesziiltség emelésével egyre nagyobb sebességgel érkeznek az elektronok, né a mintan valtozatlanul athalado
és a rugalmasan iitkozé elektronok szama. Utobbiak egyre kevésbé tériilnek ki a sugarnyalab tengelyébdl, tehdt a
blende nem rekeszeli le Gket. Mivel igy a kelleténél t6bb elektron vesz részt a képalkotdsban, a targy egyes pontjai
kozotti anyagi kiilonbségek egyre kevésbé képezédnek le a kialakulo képbe, tehat annak kontrasztja egyre csékken
(1. 4.2. dbra). Miutdn a felbontds az elektronok sebességével nd, a kontraszt viszont csékken, az optimalis eredményt,
azaz a legjobb képmindséget e két szempontot egyiittesen mérlegelé kompromisszumok drdan érhetjiik el.

A kondenzorlencse blendéje a lencse alatt, a tobbi lencséé az elektromagnes f6l6tt van. A lencsékhez tartozd
blendék kezeldgombjai az oszlop oldalan talalhatok, s veliik a blendék sugartitba vald behelyezését és kiemelését,
illetve az apertira beallitasat végezhetjiik (4.10.D éabra).

A mintatartd

Egy biologiai minta elektronmikroszkopos vizsgalatra vald elkészitése tobblépéses folyamat (1. késébb). A
megfeleld preparatum egy nagyon vékony, an. ultravékony metszet, amelynek vastagsaga 50-100 nm. A metszést
kovetden a metszetek egy hordozofeliiletre, un. mikrorostélyra keriilnek. Ezeket finom csipesszel helyezziik a
mintatartéba, majd azt a mikroszkop oldalan talalhato nyilason keresztiil betoljuk a zsilipkamraba (4.11. abra).
Itt ugyanolyan vakuumot kell kialakitani, mint az oszlopban, s csak ezt kdvetden juttatjuk be a mintankat a
mikroszkop belsd terébe, ahol az elektronnyalab halad.

A réntgendiffrakcios vizsgalatokra is alkalmas mikroszkopok mintatartoi olyan kialakitasuak, hogy segitségiikkel
a minta délésszége adott hatarokon beliil valtoztathato (a mintatartoba un. goniométert épitettek).

A
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4.11. abra. TEM mintatartdja (A) és a zsilipkamraba helyezett mintatart6 (B)

A minta a vizsgalat soran kisebb-nagyobb mértékben karosodik. A melegedés altalaban nem jelent6s (a keletkezo
hét a mintatarto elvezeti), de a vakuumtérbe bekeriilt szennyezddések adszorbealodhatnak a mintan (kontaminacio),
illetve az ionizalodott vizgdz kiégetheti a metszetet (eloxidalja annak széntartalmat, 1. 4.30.B abra). A minta
elékeészitése és kezelése soran ezért nagyon fontos a tisztasag (kesztyl hasznalata) és a koriiltekintd, gondos munka.

A minta, a képalkoté rendszer és a képrogzités

A TEM miikodési elvének megfelelden a képalkotasban azok az elektronok vesznek részt, amelyek a mintan
athaladnak. A transzparencia feltétele, hogy a metszet kelléen vékony legyen, és viszonylag kevés nagy tomegszamu
elemet tartalmazzon. A képalkotasban a rugalmasan és a rugalmatlanul szorddo elektronoknak is van szerepiik. A
biologiai mintakban eredendden kevés olyan atom van, amelyik rugalmas szorddasra kényszeriti az elektronokat,
ezért a metszeteket (nagy tomegszamu) nehézfémsokkal kezeljiik. Mivel ezek kiilonbozé jellegili (adszorbceio,
ionos kotés képzése vagy redukcid) és mértékii kolecsonhatasba 1épnek a sejt komponenseit alkotd bioldgiai
makromolekulakkal, a mintdban valdé megkotddésiik — a 1étrejovo képen megjelend kontrasztok révén — lehetéveé
teszi az egyes strukturak kornyezetiiktdl valo elkiilonitését (1. 4.2. abra). A nehézfémsokkal torténd kezelés a
kontrasztositas.

A fématomokba iitk6z6 elektronok szérddnak, s koziilik a rugalmasan szoérodokat egy megfeleléen beallitott
blendével ki lehet zarni a sugarmenetbdl (1. 4.10.C abra). A tovabbhaladé elektronok felvillandsokat okoznak a
megfigyelokamra aljan elhelyezett szcintillacios vagy fluoreszcens képernydn. A sugarnyalabbol kizart elektronok
nem érkeznek ide, azon targypontok képpontjai tehat, amelyekkel kdlcsonhatasba Iéptek, hianyozni fognak a
képbol: ezek lesznek a kép sotét (elektronszord) pontjai. Egy TEM kép tehat vilagos és sotét pontokbol allo
mintazat (1. 4.2. és 4.14 abra).

Az, elektronszoro” kifejezést gyakran helyettesitik az ,, elektrodenz” kifejezéssel, holott az utobbi éppen az el6bbi
ellenkezdjét jelenti. A minta erdsen elektronszoro helyeirdl a szorodo elektronok nem jutnak el a képernydre, nem
vesznek részt a kép kialakitasaban, tehat helyiikon a pozitiv képen fekete képpontok lesznek. Ezzel szemben az
elektrodenz kifejezés elektronokban gazdag, siirii (denz) helyet jelent — viszont ahova sok elektron érkezik, ott a
pozitiv kép vilagos, feher részei alakulnak ki. Az elektrodenz jelz6t tehat helytelen a kép sitét részeinek jellemzésere
hasznalni!

Egy TEM kép értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy a képet a teljes mintan atesd elektronok hozzak létre,
azaz a képerny6n az ultravékony metszet teljes vastagsagban leképezodik.

A keletkezo képet a megfigyel6kamra tiveglapja elott elhelyezett okularon keresztiil nézhetjiik (4.12. abra). A
vizsgalodast érdemes kis nagyitason kezdeni, ahol a teljes metszetet attekinthetjiik, s ellendrizhetjiik az eddigi
munka eredményességét. Ezutan hozzalathatunk a kivalasztott teriiletek nagyobb nagyitason vald megfigyeléséhez.

[flucreszcens emyd

sikfilmes kamera

4.12. abra. A megfigyel6kamra és a képrogzité kamerak (A), a fluoreszcens erny6 az okularokkal (B)

Megfigyeléseink dokumentaldsa céljabol, és mivel a metszetek nagyon sériilékenyek és a mikroszkopban karosodnak
is, érdemes roluk felvételeket késziteni. Sikfilmes (analég) kamerat a mikroszkop labazataban, a megfigyelkamra
alatt talalunk (4.5. és 4.10.A abra). Hasznalatakor a nagy képernyd felemelkedik, igy az elektronsugar beléphet a
filmkamraba. Mivel ez a tér is vakuum alatt van, a negativok ide — zsilipelés utan — csak a fotdzas idejére keriilnek
be.
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A negativok a hagyomanyos fototechnikaban hasznalatos bevonattal rendelkezo sikfilmek, amelyeken az elektronok
becsapodasa ugyanolyan valtozasokat idéz eld, mint a fotonok becsapodasa. A film felszinen lévo cellulozalapu
emulzioban az elektronbecsapodas altal eziist-kloridbol vagy eziist-bromidbol kivalt femeziistot kemiai reakcioval
(hivooldattal) tessziik lathatova. A fényérzékeny negativokat sotét fotokamraban kell az adagolodobozba (kazettaba)
betélteni, majd azt az iires, expondlt negativokat befogado kazettaval egyiitt a mikroszkopasztal alatt kialakitott
kamraba kell helyezni. A filmkockdk expondlaskor az adagolokazettabol keriilnek be a vakuum alatti térbe, majd
innen az expondlas utin a fogadokazettiba tovabbitodnak. Az utobbiban dsszegyiilt, expondlt negativokat a
hagyomanyos fotoeljaras szerint kell elohivni és roluk nagyitasokat késziteni. A felvételek szamozottak, igy a fotozds
soran vezetett jegyzékonyv alapjan az el6hivas utan azonosithatok.

4.13. abra. A sikfilmes negativok szamara kialakitott kazettak helye a mikroszkop labazataban

A modern mikroszkopokkal szemben alapvet6 kivanalom, hogy az altaluk alkotott kép szamitogép-monitoron is
lathato és digitalis modon is rogzithetd legyen. Az LCD kamerakat az oszlop oldalara szerelik (4.12.A éabra),
kameraként és képrogzitoként is hasznalhatok. A kamerakhoz szoftvereket is mellékelnek, amelyek nemcsak a
kamera kezelésére, hanem a készitett kép adatainak rogzitésére (pl. nagyitas mértéke) és utdlagos képfeldolgozasra
is hasznalhatok (4.14. abra). Mivel az LCD kamerak is kapcsolatban allnak a vakuum aléd helyezett térrel, a jo
képmindség megtartasa érdekében szennyezddésektol valdo megovasuk nagyon fontos.
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4.14. abra. Transzmisszios elektronmikroszkopban készitett digitalis felvétel: az egyes sejtalkotok jol elkiilonithetok
egymastol, mert a mintaba bevitt nehézfémsok megfeleld kontrasztot biztositanak

A fokuszmélység (mélységélesség) azt a tavolsagot adja meg, amelyen beliil a vetitett kép pontjai élesek. Ennek
az ertéknek a megfigyeléernyd és az alatta lévo sikfilm, vagy a digitdlis kamera érzékeldje kozotti tavolsag
kialakitasakor van jelentosége. A TEM fokuszmélysége nagy, igy a képfelfogo felszinek egymdashoz képesti
elhelyezesére tag hatarok dllnak rendelkezésre — a tavolsag valtoztatasaval csak a kép nagyitasa és a fényereje
valtozik.

Az elektronmikroszkop beallitasa, lencsehibak

A megfeleld mindségii, részletgazdag eredmény (1. 4.14. abra) eléréséhez az elektronmikroszkdpot ugyanugy be
kell allitani (fokuszalni, centralni kell), mint a fénymikroszkopot. Ezt egyrészt az elektronjelenségek, masrészt a
lencsehibak teszik sziikségessé. Utobbiak hatart szabnak a felbontasnak, ezért egy jol beallitott mikroszkopban
latott kép sokkal kontrasztosabb és részletgazdagabb, mint egy olyan mikroszkop altal 1étrehozott kép, amelynek
beallitasara nem forditanak gondot.
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Az elektronjelenségekrol, a képalkotas szempontjabol legfontosabb szorodasrol, ennek tipusairdl korabban mar
széltunk. Osszefoglaléan azt mondhatjuk, hogy a rugalmasan szor6dé, mintdn 4thaladé elektronok zavarjik a
képalkotast (pl. rontjak a kontrasztot), igy azokat a sugarnyalabbol ki kell zarni. Erre alkalmasak a blendék.

Az elektromagneses lencsehibdk alapvetden az optikai (iiveg)lencsék hibaihoz hasonlitanak, a mikroszkdp
hasznalata soran ezeket korrigalni kell. A lencsehibak egyrészt az elektron-sugarnyaldb inhomogenitasanak
kovetkezményei, masrészt a lencsék tokéletlen voltabol kovetkeznek. Az elébbick az un. kromatikus hibak
(aberraciok), az utobbiak pedig az akromatikus hibak kialakulasat okozzak.

Akromatikus hiba a szférikus aberracié. Abbol adodik, hogy az elektromégneses lencsék eltéréen hatnak a
sugarnyalab tengelyében és az attol tdvolabb haladé elektronokra (az altaluk 1étrehozott elektromagneses tér nem
homogén). Az eredmény az, hogy a targy pontjairol tobb sikban keletkeznek képpontok. A vetitett képen ez hordo-
vagy parnatorzitasként jelentkezik (4.15. abra). Ezen a hiban a sugarnyalab szélén halado elektronok sugarnyalabbol
valo kizarasaval, azaz az objektivblende sziikitésével javithatunk.

4.15. abra. A szférikus aberracio eredménye: négyzethalo tokéletes leképezése (A), hordd (B) és parna torzitas

©

Szintén akromatikus hiba az asztigmatizmus, ami a lencse nem tdokéletes szimmetriajabol, anyaganak
inhomogenitasabdl adodik. A fellépd jelenség Iényege, hogy egy targypontrol két, egymasra merdleges, vonalszeriien
elmosodott képet kapunk. Ezek egyike a lencséhez kozelebb, a masik pedig attol tavolabb jelenik meg. A lencse
fokusztavolsaga tehat eltér az egymasra meroleges tengelyek mentén: a targypont a két fokuszpont kozott kissé
elmosodott pontként jelenik meg (4.16. abra).

itt a fiiggdleges tengely menti sugarak
mdr nem taldlkoznak

P
a flggdleges tengely ~1 s
menti fokuszpont \

KEPPONT

X // eredeti d

7 ' képpont leképezett képpontok

4.16. abra. Az asztigmatizmus jelensége: a lencse fliggbleges és vizszintes fokuszpontjai nem esnek egybe, a két
fokuszpont kdzott pedig elmosddott a leképezett pont konturja

Mivel tokéletes lencsét jelenleg nem lehet eldallitani, a korrekcidt egy kompenzalo elektromagneses térrel kell
biztositani. Ezt a lencse ala helyezett, elektromagnesekbdl allo gytirtivel lehet eldallitani, amelyben a magneses
tér (ezzel egyiitt az elektron-sugarnyalab) ellenkez6 értelmii torzulast szenved, mint amit a lencse okozott (4.17.
abra). A berendezés neve: stigmator. A kondenzor, az objektiv és a koztes lencsék hibait javitjak vele.
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4.17. abra. Az asztigmatizmus kompenzalésa a stigmator elektromagneses terével: egy tokéletes lencse fokuszsikja
az abra (papir, képerny6) sikjaban van, a leképezett koncentrikus gytiriik igy korszimmetrikusak (A); az
asztigmatizmus kovetkeztében megdold fiiggdleges tengelyt (B) a stigmator magneses tere kompenzalja (C), igy
a torzulds megsziinik (D)

8 C

Az optikai tengely menti kromatikus aberracio abbol adodik, hogy a sugarnyalabban haladé elektronok eltérd
energidjuak, azaz hullamhosszusaguak. A jelenség eredménye az, hogy a minta azonos pontjait az eltérd
hulldmhosszisaggal rendelkezd elektronok mas-mas sikba képezik le. Két fokuszpont alakul ki: a lencséhez
kozelebbit a kis energiaju, a tdvolabbit a nagyobb energiaju sugarak keresztez6dése hozza létre. A hiba kijavitasanak
egyik lehetdsége, hogy az elektronok energiajanak eltérését (azaz a szorast) csokkentjiik, mas szavakkal a mintat
elérd sugarzast energetikai szempontbol homogénné tessziik. A masik megoldas az inhomogenitast okozo6 sugarak
,fenyutbol” valo kizérasa, azaz a sugarnyalab monokromatikussa tétele ugynevezett monokromator alkalmazasaval.
A legujabb fejlesztést, nanotechnologiaban hasznalt ultra-nagy felbontasu mikroszkopokba (ultra-high resolution
TEM, HR-TEM) mar komplex akromatikus hibat javito rendszert épitenek be.

A fokuszalas (centralas) a megvilagito (elektronagyt, kondenzorrendszer) és a leképezérendszer (objektiv) tagjainak
a kozos optikai tengelybe torténd lehetd legpontosabb beallitasa. Ennek 1épéseire itt nem tériink ki részletesen,
azt a mikroszkopokhoz mellékelt leirasok tartalmazzak. Menete — ha nem is feltétlen ugyanabban a sorrendben,
de —ugyanazokat a logikai Iépéseket tartalmazza minden TEM mikroszkop esetében. A régebbi mikroszkopokban
ezt ajanlatos volt rendszeresen, a rendszer minden tagjara kiterjedéen elvégezni —a modern mikroszkopok miitkodése
joval stabilabb, igy a beallitasukra ritkabban van sziikség.

A jol beallitott mikroszkop egyenletes megvilagitast, kerek ,,fényfoltot” ad, a nagyitasok kozti valtasnal a folt
alakja és a megvilagitottsag egyenletessége nem valtozik, csak a fényer6 csokken. A felbontas a nagy nagyitasokon
is kielégitd, a kép éles.

A helyes fokusz megtaldldsa kis nagyitas mellett nehezebb, mint nagy nagyitison. A munkadt a modern mikroszkopokba
beépitett ugynevezett wobbler-rendszer konnyiti meg (ennek ismertetésére ezen a szinten nem tériink ki). A wobbler
bekapcsolasakor a kép vibralni kezd. Ha az objektiviencse fokusza helyesen beallitott, akkor a kép kézepén a
remegés megsziinik.

A mikroszképos munka menete

Miutan a biologiai mintat megfeleléen elokészitettiik (1. késébb), betehetjiik a mikroszkdpba, hogy megvizsgaljuk.
A mikroszkop bekapcsolasa eldtt gy6zodjiink meg arrol, hogy az ki van kapcsolva. A bekapcsolas menete a
kovetkezd:

1. A mikroszkop vizkeringet6 €s hiitérendszerének bekapcsolasa;
2. A mikroszkop bekapcsolasa és ellenérzése (tapasztalhato-e szokatlan zaj vagy rezgés). Bekapcsolaskor a
vakuumrendszer automatikusan aktivalodik;

3. A megfeleld értékli vakuum kialakulasara 20-30 percet varni kell. Ha a mikroszkop kész a hasznalatra, azt egy
LED jelzi;

. A minta mintatartoba, majd a mintatarté mikroszkopba helyezése;

. A gyorsitofesziiltség beallitasa (altalaban 60 ezer V);

A minta vizsgalata (mindig kis nagyitason kezdjiik);

. A metszetek atnézése és dokumentalasa utan a mintatart6 kivétele a mikroszkopbol;

. A mintak visszahelyezése a rostélytartoba;

. A gyorsitofesziiltség levétele, a mikroszkop kikapesolasa (a vakuum-eléallito rendszer is leall);

10. A vizkeringet rendszer kikapcsolasa.

NJE-IEN I NN
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A mikroszkop hasznalata soran szem el6tt kell tartani azt, hogy annak belsd tereiben vakuum van. Ennek megfelel6
értékre torténd beallasahoz id6 kell, igy a vakuumrendszer bekapcsolasa utan és a mintatart6 zsilipelokamran
keresztiil valdo mozgatasa kdzben megfeleld ideig varni kell. A munka végeztével a mikroszkop kikapcsoldsa utan
a vizhlit6 rendszert még adott ideig miikodtetni kell, s csak utana szabad leallitani.

Minta-elokészités rutin TEM vizsgalatokra

Az elektronsugarzassal atvilagithato, elektronmikroszkopban vizsgalhatd preparatumok, metszetek eldallitasat
célzo eljarasok a mikrotechnika targykorébe taroznak. Ahogy azt a fénymikroszkopos eljarasoknal irtuk, a
mikrotechnikai feldolgozas legfobb célja itt is az, hogy a preparatumok eléallitasa kozben az €16 anyag strukturalis
(funkcionalis) sajatsagait ugy Orizziik meg, hogy az a lehetd legkevésbé térjen el az ¢16 allapottdl. A munka sordn
hasznalt anyagokkal szemben tehat alapvetd kivanalom, hogy ne Iépjenek olyan kdlcsonhatasba a mintéval, amely
miitermék képzddését eredményezi. Minél jobb optikai felbontoképességili vizsgalomodszer szdmara készitjiik
el6 a biologiai anyagot, annal nagyobb figyelmet kell forditanunk erre a kdvetelményre.

Az elektronmikroszkoépos minta eldkészitésével kapcsolatban is igaz az, hogy univerzalis eljards nincsen: az
alkalmazott anyagok és eljarasok kivalasztasa a kisérlet céljatol és a vizsgalando szovet- és sejttipustol fiigg. Az
itt kovetkez0 leirasunkban tehat csak az altalanos elvek és a rutinvizsgalatoknal leggyakrabban hasznalt eljarasok,
anyagok és vegyszerek ismertetésére szoritkozunk. Altalanos megjegyzésiink, hogy a publikaciokban elvart szintii
eredmények eléréséhez olyan vegyszerek és eszkdzok hasznalata sziikséges, amilyet a gyartok kifejezetten az
elektronmikroszképos munkara ajanlanak.

Anyagpreparalas, rogzités

Az é16 szervezetbol kiemelt minta nagyon gyorsan valtozik, lebomlik. Ennek megakadalyozasa érdekében kelld
koriiltekintéssel, de gyorsan, célzott mozdulatokkal kell dolgoznunk. A vizsgalando szervet (vagy szervrészletet)
rogziteni, fixalni kell, azaz az azt felépitd struktarat az él6 allapothoz legkozelebbi helyen és allapotban kell
megorizni. A rogzités fokozza a minta tovabbi eljarasok — esetleges karosité — hatasaival szembeni ellenalld
képességeét is.

Gyakorlati tapasztalat, hogy olyan fixal6 nincsen, amely minden szempontb6l megfeleld lenne, ezért olyan
rogzitéoldatot és eljarast kell alkalmaznunk, amelyik a legkevesebb miitermék megjelenésével jar. Altalanos tanécs,
hogy eldkisérletként tobb lehetdséget is érdemes kiprobalni, s a hasonld eredményt adok koziil a legjobbat kell
kivalasztani.

A munkahoz olyan kémiai fixalok az idealisak, amelyek beépiilnek a sejt molekularis rendszerébe, s igy fejtik ki
hatésukat.

A fixalok masik csoportja kicsapja a fehérjéket, igy megvaltoztatja azok alakjat, tonkreteszi a szerkezetet, altalaban
terfogatvaltozast, zsugorodast okoz (ilyen pl. az etil-alkohol).

A minta eredeti allapotban valdé megdrzésének igénye miatt nagyon fontos a fixaléoldat megfelelé pH-janak,
iondsszetételének, ozmolaritasanak és homérsékletének megvalasztasa. A rogzitoszer és a szovet kolesonosen
hatnak egymasra: amig a fixalo bejut a szovetbe, annak anyagai is kijuthatnak a rogzitdoldatba, megvaltoztatva
annak Osszetételét. Nyilvanvalo, hogy az €16 szervezetet ,,utanzo” kdrnyezet megteremtése csak tobbkomponensii
rogzitooldattal lehetséges. A legmegfelelobb kornyezetet a fixalok és az un. hordozdoldatok Osszetételének
optimalis megvalasztasaval tudjuk biztositani (1. még alabb).

Vegyliik tehat sorra a rogzitdoldatok egyes Osszetevoit a fixdlooldatokkal szemben tdmasztott kovetelmények
szerint!

A leggyakrabban hasznalt kémiai fixalok: a glutaraldehid, a formaldehid és az ozmium-tetroxid (4.18. &bra).
Mivel az aldehidgyok (—COH) igen sokféle funkcids csoporttal képes kapcsolatba 1épni, az aldehid tipust fixalok
keresztkotéseket alakitanak ki a fehérjék kozott és a fehérjemolekulakon beliil is. A keresztkotéseknek fontos
szerepiik van abban, hogy a makromolekuldk eredeti helylikon maradjanak, azaz ne oldédjanak ki a beagyazasi
eljaras soran.
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A formaldehid (HCOH) eldny06s tulajdonsaga, hogy gyorsan és mélyen behatol (penetral) a mintaba. Vizes oldatban
metilénglikol (H,C—(OH),) formajaban van jelen, amelybdl pozitiv t6ltésii, nagyon reaktiv gyokok keletkeznek.
E formakbol végiil is olyan metiléncsoportok lesznek, amelyek két fehérjemolekula kozott kereszthidként
azonosithatok (R—CH,—R’, 4.18.D-F abra). Mivel ezek a kapcsolatok reverzibilisek — a fixalas utani 1épésben (a
fixdl6 kimosasa soran) részlegesen hidratalédhatnak, azaz felbomolhatnak —, ezért ez a fixaldé a rutin
elektronmikroszkopos célokra 6nmagaban nem elég hatékony. Akkor azonban, amikor a fixalt fehérjék biologiai
aktivitdsanak (térszerkezetének) megtartdsa fontos kovetelmény (enzim- és immuncitokémiai vizsgalatok),
kifejezetten ajanlott.

A formaldehid ma mar ampullazott, nagyon tiszta, stabil, 16%-o0s oldat formajaban kaphato. A stabilitas azt jelenti,
hogy az oldatban gyakorlatilag nem képzddik dimerizalt forma, azaz paraformaldehid (PFA).(Utobbi mennyiségének
novekedése nyilvanvaldan csokkenti a fixalas hatékonysagat.)

A glutaraldehid (HOC—(CH,);—COH, 4.18.B abra) az anyagba lassabban hatol be (nagyobb méretli, mint a
formaldehid), de hatékonyabban (irreverzibilis modon) hoz 1étre keresztkdtéseket, mint a kisebb formaldehid. A
fehérjéket jol rogziti, a lipidekkel viszont nem lép reakcidba. Az elektronmikroszkopos rogzitéshez desztillalassal
kapott ampulldzott oldatat ajanljuk, mivel ebben a szennyezddések (glutarsav, etanol, metanol, dimer €s oligomer
formak) mennyisége elhanyagolhatd. Eltarthatosagat a polimerizacidja korlatozza: az eredetileg viztiszta oldat
sargulni kezd, ha a glutaraldehid molekulak kovalensen egymashoz kapcsolddnak.

A rutin eljarasok soran ma mar a formaldehid és a glutaraldehid kiilonb6zé aranyu elegyét hasznaljak (1.
Karnovsky-fixalo), a régzitokeverékben ugyanis mindkét komponens elonyds hatasa érvényesiil: a gyorsan
penetralé formaldehid megfeleld, de nem tartds rogzitGhatasat a lassabban behatolod glutaraldehid véglegessé,
irreverzibilissé teszi.

Az ozmium-tetroxid (4.18.C abra) a rogzitdhatasat annak koszonheti, hogy reakcidba Iép a lipidek kettds ktéseivel
(keresztkotéseket alakit ki kozottiik), illetve egyes polaros csoportjaival (ezeket adott fehérjékhez koti). Onmagaban
alkalmazva nem elég hatékony, mert egyes anyagokat nem képes azok eredeti helyén megdrizni, még glutaraldehid
utan hasznalva is tapasztalhato, hogy a lipidek kb. 10%-a kioldodik a mintabdl, s a fehérjék egy része is tavozik a
sejtbdl. Ezek a karos hatasok alacsony homérsékleten kisebbek, ezért ajanlott 4 °C-on hasznalni. A lipideket érintd
veszteség tovabb csokkenthetd, ha a fixalooldatban kalcium (-klorid) is jelen van. A fixalas idejét az befolyasolja,
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rogzitdszer szovetbe torténd behatolasa egyre inkabb lassul.
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4.18. abra. Az elektronmikroszkopiaban leggyakrabban hasznalt rogzit6k: formaldehid (A), glutaraldehid (B) és
ozmium-tetroxid (C). Metilén-glikol (D), koztes, reaktiv termékek (E) és keresztkotések kialakitasa (F) (R és R’:
szerves molekulak)

Az ozmium-tetroxidot a rutineljaras soran — aldehides fixalas utan — utéfixaloként és kontrasztositoként hasznaljuk
(0,5-1%-o0s koncentracioban); ilyenkor nem sziikséges alacsony homérsékleten alkalmazni. Aldehides fixalok
utani hasznalatat a membranokat megdrzé tulajdonsaga indokolja, amivel jelentésen mérsékli a beagyazast
megeléz0 viztelenitési épések soran az etil-alkohol lipidveszteséget okozo hatasat.
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Az ozmium-tetroxid illékony és toxikus vegyiilet, a borre, a szembe, orrba, torokba jutva artalmas! Ampullazva,
kristalyos formaban kaphat6. Nagy koriiltekintéssel készitett, bomlékony és illékony odatat sdtétben, hiitdszekrényben
kell tartani. A vele valé munkat kizarolag elszivofiilkében, laboratériumi gumikesztyiit viselve végezziik!

A hordozooldatok lehetové teszik a fixald pH-janak és ozmolaritasanak stabilizalasat. Ezek olyan pufferrendszerek,
amelyek komponenseitdl elvarjuk, hogy vizben jol oldodjanak, ne befolyasoljak a kémiai fixaloszer hatasat (azzal
ne Iépjencek reakcioba), a disszociacidé mértéke gyakorlatilag ne fiiggjon a koncentraciojuktol és a homérséklettol,
s a rendszer pufferelési tartomanya pH 6 és 8 kozé essen. Gyakorlati tapasztalat, hogy ugyanazon fixalé mas és
mas pufferrendszerben kissé eltérd ultrastruktarat ad (a kisérletben alkalmazott puffer ismerete tehat fontos az
eredmények kiértékelésekor).

Az elektronmikroszkopos mikrotechnikdban a legaltalanosabban elterjedt puffer a kakodilat puffer, amelyet
6,4-7,4 kozotti pH-tartomanyban hasznalnak. Hosszan eltarthat6 oldatat natrium-kakodilatbol [Na(CH;),AsO, x
3H,0] és koncentralt sosavbol allitjak eld. Mivel hamarabb hat a sejtekre, mint a fixald, ezért membrankarosodast
is okozhat, amit azonban — a membranokat stabilizalo hatasu — kalcium hozzaadéasaval megelézhetiink. El6nyds
tulajdonsaga, hogy segitségével szamos enzim aktivitasat részlegesen megdrizhetjiik.

Arzéntartalma miatt mérgezd, borgyulladast okozhat, belélegezni sem ajanlott: elszivofiilke alatt, gumikesztytit
viselve dolgozzunk vele!

A foszfatpufferek (1. Sorensen puffer) ugyan a legtermészetesebb hordozooldatok lennének (fiziologiasak), de
csapadékot képeznek a kontrasztositas soran hasznalt 6lom- és uransokkal, valamint a kalciummal (kalcium-
foszfat). Ezért ha a fixalas soran foszfatpuffert hasznalunk, akkor azt a rdgzités utan, a viztelenités megkezdése
elétt gondosan el kell tdvolitani (alaposan ,.ki kell mosni”’) a mintabdl.

A foszfatpufferek kalcium-foszfatképzd tulajdonsdgat adott esetben ki is hasznalhatjuk: ha a minta valamely
komponense nagy mennyiségii kalciumot két (pl. miozin), annak kontrasztjat névelni fogja. Az eljaras tovabbi
menetét azonban ennek a csapadéknak a megdrzéséhez kell igazitani (a viztelenitést 50%-os etanollal kell kezdeni),
s a kapott kép kiértékelésénél az esetleges miitermékek megjelenésének lehetdségét figyelembe kell venni.

A rutinvizsgalatoknal az elektronmikroszkopos mikrotechnikaban a szerves pufferek (pl. HEPES, PIPES) hasznalata
nem valt altalanossa.

A hordozooldatok kovetkezd 1ényeges 0sszetevdje az ozmolaritast meghatiarozo komponens. A sejtek alakja és
meérete egyértelmiien fligg az intra- és az extracellularis térben uralkod6 ozmotikus koncentraciok kiilonbségétol.
A fixalooldat el6szor az extracellularis térben jelenik meg. Amennyiben ozmotikus koncentracioja eltér a sejt
kozotti folyadéktérétdl, akkor az az anyagoknak a sejtbdl torténd kioldodasat vagy az extracellularis folyadék karos
mértékii bearamlasat eredményezheti. Ez a lassan hato fixalok esetében jelentds miitermékképzddéshez vezethet.
A tényleges ozmotikus nyomast azok a komponensek alakitjak ki, amelyek nem jutnak at szabadon a membranokon.
Ebbdl a szempontbol a hordozooldatok (pufferrendszerek) komponensei 1ényegesebbek, mint maga a fixalo. Az
ozmolaritas beallitasara hasznalt adalékanyag lehet toltéshordozo elektrolit és toltéseket nem hordozd, nem-elektrolit
jellegii molekula.

Az elektrolitok, pl. a kalcium-klorid, csokkentik a sejtalkotok duzzadasat, stabilizaljak a membranokat, csdkkentik
az anyagveszteséget. Mivel kicsapjak a fehérjéket, hasznalatuk csak nagyon alacsony koncentracidban ajanlott.
Nem-elektrolit adalékok példaul a glukéz, a szukréz és a dextran, amelyek az anyagmegérzésben szintén
eredményesen alkalmazhatok.

A megfelel6 fixalo kivalasztasan kivill a fixalas modjanak is dontd szerepe van. Az ultramikrotechnikdban az
immerzios fixalas helyett kombinalt fixalast alkalmaznak: els6 1épésben perfizids fixalast, majd ezt kdvetden
immerzios modszert.

Ahogy ezt a kordbbiakban irtuk, ez roviden azt jelenti, hogy a vizsgdlatra kivalasztott szervet ,, beliilrél”, az
érrendszere feldl rogzitjiik. Az elaltatott allat szivébe vagy a nagy artéridak koziil valamelyikbe (altalaban az aorta
valamelyik szakaszaba) kaniilt vezetiink, majd a vénds rendszert megnyitjuk (valamelyik nagyvénat atvagjuk), és
az érrendszert elészor fiziologias sooldattal vagy izotonids pufferrel atmossuk. Amikor a vért mar kimostuk, a
sooldatot fokozatosan lecseréljiik a rogzitoszert tartalmazo oldatra. A fixalo igy a szervezetben eredeti helyén lévo
szervet rogziti, amelyet azutan nagyobb biztonsaggal tavolithatunk el, mint ,, friss” allapotdaban. (Egy ilyen elofixalt
szervet a mechanikai hatdsok [csipesz!] kevésbé karositanak.)
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A szervezetbdl kiemelt szervet ezutan immerziés modszerrel utéfixaljuk az ismert moédon. Ehhez a kiemelt
szervbdl olyan kisméret(i darabokat kell kivagni, amelyek vastagsaga 0,5-0,75 mm kozotti. Ezeket eldre feliratozott,
megfeleld térfogath, hiitott fixalot tartalmazo, jol zarhato (pl. gumidugos) iivegesékbe helyezziik, s a rogzités
iddtartamara hlitészekrényben tartjuk.

A megfeleld fixalas idejét tapasztalati uton hatarozhatjuk meg. A roégzités végén a fixalooldatot a hordozoként
hasznalt pufferoldatra cseréljiik le annak érdekében, hogy a fixalo feleslegét kimossuk a mintabol. A tovabbra is
hiitében tartott blokkokon a pufferoldatot tobbszor is le kell cserélni.

Tékéletes fixalo nincsen: a hagyomdanyos fixalok alkalmazdasa gyakran vezet(het) miitermék képzddéséhez (ilyen
a fehérje-6sszecsapzodas, a membrandeformacio, a zsugorodds és a duzzadds). Modern, nagyon szép eredményeket
ado alternativ eljards a minta gyors lefagyasztasa, amely sordan a jégkristilyok képzddését megakadalyozzuk.
Koztudott, hogy a jégge fagyott viz térfogata nagyobb, mint a folyékony halmazallapoté, s a kialakulo kristalyok
roncsoljak a membranokat. A kristalyosodas megakadalyozhato igen nagy (kb. 2000 bar) nyomds és alacsony
homerséklet (-70-90 °C) alkalmazadsdval. A modszer neve magas nyomdsu fagyasztdas (high-pressure freezing).
Ha e lehiités megfeleléen gyors, a vizben nem alakulnak ki kristalyosodasi magok, a molekuldk nem rendezédnek
kristalyos szerkezetbe — a tulhiitétt viz folyadék marad. A modszer alkalmazasanak a minta (blokk) nagysdaga szab
hatart (azon idé alatt, ami az athiitéséhez sziikséges, a belsejében van-e ido jegkristalyok képzédésére). A
rutinvizsgalatokon kiviil kifejezetten ajanlott immunologiai jelolések elotti alkalmazasa (1. immuncitokémia). Az
eljarasrol az irodalomban tobb dsszefoglalo is megjelentz.

Viztelenités

A rogzitészer kimosasat altalaban azonnal koveti a viztelenités és a beagyazas. A viztelenitésre azért van sziikség,
mert a rutinszerlien hasznalt beagyazoszerek miigyantak, amelyek vizben nem oldddnak (hidrofébok), igy a
viztartalmu szovetet nem itatjak at, tehat a sejteket molekularis dimenzidban nem jarjak at. A citokémiai €s
immuncitokémiai eljarasokban hasznalnak mar olyan beagyazoszereket is, amelyek vizzel mérsékelten elegyednek,
igy ott csak részleges viztelenitésre van sziikség.

Mivel a sejtek természetes kozege a viz, annak eltavolitasa sziikségszeriien mitermékek képzddéséhez vezet. A
dehidralasra olyan anyagot érdemes hasznalni, amelyik az adott szervrészlet esetében a legkisebb karosodasokat
okozza.

Ahogy az el6zéekben emlitettiik, a viztelenités elé egy ozmiumos utéfixalasi Iépést szoktak beiktatni. Az ozmium-
tetroxid-ot, amely nehézfémtartalma miatt egyben kontrasztosité is, ennél a 1épésnél a teljes blokk kezelésére
hasznaljuk. A lipidekhez kotédve a membranok hidrofil rétegét elektronszorova (s6tétté) teszi. Ha ezt a kezelést
elhagyjuk, a membranok alig kiiloniilnek el a kdrnyezettdl (4.19. dbra). Az ozmium hatasat vizben vagy alkoholban
oldott, fehérjékhez kotddo uranil-acetatos kontrasztositas egésziti ki.
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2 PL: Microscopy and Microanalysis__/ Volume 13 / Supplement S02 / augusztus 2007, pp 440-
441,DOI: _http://dx.doi.org/10.1017/S1431927607078567, vagy http://bio3d.colorado.edu/docs/mmanual.pdf
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4.19. abra. TEM metszet blokk-kontrasztositas nélkiil: a minta csak a metszést kovetden kapott uranil-acetatos és
olom-citratos kezelést. A kép minéségét érdemes Osszehasonlitani a 4.14. abra részletgazdagsagaval! (Az A és B
képen lathato apro fekete pottydok immunjel6lés eredményeként a felszinhez k6t6dott aranyszemcsék, 1.
immuncitokémia)

Dehidrélasra fokozatosan novekvé koncentracioji, un. felszallé aceton vagy etil-alkohol sor is alkalmas. Altaliban
oldatok pedig lipideket tavolitanak el, rdadasul a folyamat soran zsugorodas is felléphet. A karos hatasok
minimalizalasa érdekében a viztelenités idejét a sziikséges minimumra kell csékkenteni (gyors eljaras): a 30%,
50%, 70%, 90%-o0s, valamint az abszolut etanolt tartalmaz6 sor tagjait 10-15 percenként cseréljiik a beagyazando
blokkokon.

A mintakat a viztelenités soran végig ugyanazokban az iivegcsékben tartjuk, amelyekben az immerzids rogzitést
veégeztik. Az egyes oldatok cseréjénél tehat a mintakrol az oldatokat pipettaval szivjuk le, iigyelve arra, hogy —
belevegdzés és kiszaradas elleni védelemként — minimalis mennyiségl folyadék mindig maradjon rajtuk.

A megfeleld eredmény eléréséhez biztositanunk kell, hogy a blokkokat az alkalmazott oldatok és késobb a
beagyazoszer is egyenletesen atitathassék: a folyadékok keverésérdl tehat folyamatosan gondoskodnunk kell
(4.20. abra).

4.20. abra. A beagyazoszer komponensei és a beagyazashoz sziikséges néhany eszko6z az elszivofiilkében, bal
oldalon a dehidralas és beagyazas soran hasznalt kever6gép néhany ilivegcsével

s

toluol, xilol vagy propilén-oxid. Az intermedierek atmenetet biztositanak a polaros alkohol és az apolaros
beagyazoszer kozott. Benniik a beagyazoszer tokéletesen oldodik. Reaktiv vegyiiletek, kioldhatnak lipideket, és a
blokkokban maradd nyomnyi mennyiségiik is gatolhatja a beagyazoszer polimerizaciojat.

A kiméletesebb kezelés és a tokéletesebb dtitatodas érdekében olykor a propilén-oxidot lépcsézetesen adagoljuk
az abszolut alkoholhoz: eldszor 1:3, majd 1:1, vegiil 3:1 aranyu keverékiiket hasznaljuk, ahol az alkohol csékkend,
az intermedier névekvé mennyiségben van jelen. A 3:1 aranyu keveréket cseréljiik le azutan a tiszta intermedierre.

A propilén-oxid tlizveszélyes, illékony, és gdzei az egészségre karosak, ezért csak elszivofiilkében szabad vele
dolgozni.

Beagyazas

A beagyazoszerekkel szembeni elvarasaink ugyanazok, mint a fénymikroszkopos mintdk esetében. Az
elektronmikroszkopos vizsgalat miatt tovabbi kdvetelmény még, hogy az alkalmazott anyag az elektronsugarral
szemben ellenalld legyen, s ne szorja az elektronokat.

A bedgyazasnak harom f6 1épése van:

1. atitatas (infiltracio),
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2. kiont6 formaba ontés s
3. polimerizaltatas.

Az atitatas soran muligyantdk monomer komponenseinek és adalékanyagainak keverékét folyékony formaban,
fokozatosan adjuk a mintahoz. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy az intermediert altalaban tobb 1épésben cseréljiik
le miigyantara: el6szor az intermedier és a miigyanta 2:1, majd 1:1 és végiil 1:2 aranyu keverékét hasznaljuk,
majd a mintainkat tiszta miigyantaba helyezziik. A cél a minta tokéletes atitatasa, ezért a folyamatot tovabbra is
allando keverés mellett, szobahdmérsékleten, viszonylag hosszi inkubacids idokkel végezziik. Az utolsé 1épéseknél
a beagyazoiivegeséket mar nem zarjuk le, hogy az intermedier teljesen elparologhasson bel6liik.

A rutincélokra alkalmazott miigyantdk tobbkomponensii keverékek, amelyeket frissen, a bedgyazas eldtt, megadott
aranyban és sorrendben kell dsszekeverni. A beagyazas lényege, hogy a gyanta monomerjei atitassak a mintat,
majd polimerizalodva megfelel6 szilardsagu térhalot képezzenek térfogatvaltozas, azaz torzulas eldidézése nélkiil.

Vizzel nem elegyedé, epoxi miigyantak az Araldite, a Durcupan, az epon (ez az araldit USA-ban kifejlesztett
valtozata) és a Spurr. A névado epoxi-csoportok a monomerek, illetve a polimerizacio kezdeti 1épéseként kialakulo
kis tagszamu elpolimerek (oligomerek) lancvégein elhelyezkedd csoportok (4.21.A abra). Ezeket a gyorsito
(akcelerator) komponens molekulai nyitjak fel (4.21.B abra), amelyek ezutdn hidként beépiilnek az epoxi-
csoportokat hordozoé végek kozé. Hosszabbitjak a lancot, és a térhalo kialakitasaban is részt vesznek (4.21.C abra)

Az akcelerator dltalaban szuros szagu, erds szerves bazis, gyakran tercier amin, mint pl. a 2,4,6-trisz-
(dimetilaminometil)-fenol (DMP-30,) vagy az N-benzil, N,N-dimetilamin (BDMA).

A monomerek masik reaktiv csoportja a hidroxil-csoport. Ezek a monomerek fajtai szerint valtozé szamban
talalhatok a lancmolekula hossza mentén. Konnyen észteresithetok pl. dikarbonsav-anhidridekkel, melyek diészter
kotésben keresztkotéseket alkotva kapesoljak egymashoz a lancmolekulakat. Az ilyen adalékanyagokat térhalésité
vagy keményité (hardener) anyagoknak nevezik.

1lyen keményito anyag példaul a dodecenil-szukcinil-anhidrid (DDSA,) vagy az 1-metil-5-norborén-2,3-dikarbonsav
anhidrid (MNA, vagy mas néven metil-endometilén-tetrahidrofialsav-anhidrid), de lehet a keményité diol, ditiol
is.

A lagyité adalék (flexibilizer, plasticizer) a polimer (blokk) rugalmassagat noveli, a kedvezébb metszési
tulajdonsagok kialakitasa érdekében adagoljuk a keverékhez. Lefedi a keresztkotéseket kialakitd funkcios
csoportokat, igy csokkenti a kialakuld keresztkotések szamat.

Lagyitokent leggyakrabban dibutilfialatot (DBP) hasznalunk.
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4.21. abra. Epoxi miigyanta polimerizacidja: kis tagszamil (n < 25) elépolimer (A), az epoxi-csoportok és veliik
reakcidba 1épd akcelerator (itt diamin) helyzete (B), valamint a kialakul6 halézat (C)

Az dsszes komponensre igaz, hogy belégzésiik karos, bér- és szemirritaciot okozhatnak. Ezért csak elszivofiilke
alatt dolgozzunk veliik! A munka utan feleslegben megmarado beagyazoszer szerencsére konnyen artalmatlanithatod
50-60 °C-os termosztatban polimerizaltatva.
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Forgalomban vannak akrilalaptl, hidrofil gyantak is (pl. LR White, Lowicryl), amelyek UV fény, katalizator vagy
adott hoémérséklet hatasara polimerizalodnak. Hasznalatuk elénye, hogy a teljes viztelenités sziikségtelenné valik,
ezzel csokkentheté a mintak fehérje- és lipidtartalmanak kioldodasa. A fehérjéket denaturald szerves olddszerek
és az epoxigyantak polimerizacidjahoz sziikséges magas hémérsékletre sincsen sziikség, ami az enzimcitokémiai
és immunjeldléses vizsgalatoknal elényds. A hidrofob gyantakkal szemben azonban hatranyuk, hogy hasznalatuk
esetén a minta morfologiai megtartasa rosszabb, és a metszetek sériilékenyebbek. Altalanos hasznalatuknak
elsésorban az els6 tulajdonsaguk szab hatart, am ha kifejezetten olyan struktarakat (pl. membranokat) vizsgalunk,
amelyek a hagyomanyos beagyazas soran karosodnak, az alkalmazasuk megoldast jelenthet.

Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz nélkiilozhetetlen az antigenicitas megdrzése, amire az epoxigyantakat alkalmazo
beagyazasnal alkalmasabb az alacsony homérsékletii beagyazas. Errél az immuncitokémia fejezetben irunk
részletesebben.

Miutan a minta atitatodott a folyékony beagyazoszerrel, azt kellé mennyiségii friss miigyantakeverékkel egyiitt
kiontéformaba helyezziik. Ez lehet kiont6formaban megformazott, lapos, csonka kuip végii hasab, vagy hengeres,
csucsos végl kapszula is (4.22. abra).

4.22. abra. Kiont6formak: balra piros szilikon-gumi kiéntéforma, az el6térben attetszd, kupakos polietilén kapszulak,
a hattérben jobbra sarga szinii aralditblokkok felnyitott kapszulaban és mar kapszula nélkiil

A mintat gyakran orientalni kell (adott szogben el kell forgatni) a megfeleld metszéssik biztositasa érdekében. Az
orientacio legkdnnyebb a lapos szilikonformak esetében.

A polimerizaltatast hével (vagy egyes akrilgyantak esetében UV sugarzassal) végezhetjilkk. Az egyenletes hdelosztas,
azaz az egyenletes polimerizalddas biztositasara a megadott hémérsékletre beallitott termosztat a legmegfelelébb.

Ezutan a polimerizalt blokkot az ontoformabdl el kell tavolitani. A zselatinkapszulat meleg vizben le lehet oldani,
de a polietilén kapszulakat fel kell vagni ahhoz, hogy levaljanak a miigyantarol. A szilikon dntéforma rugalmas,
hajlithato, igy a blokkok kénnyen kipattinthatok beldle. A kiontdforma zsebeinek aljan bemélyedd szamok vannak,
amik a kiontott blokk oldalan azonositjak a mintakat (4.23. dbra).

A beagyazas sikerét az jelzi, hogy a blokkbdl kell6 vékonysagi metszetek készithetok.
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4.23. abra. Szilikon 6ntéformabol kipattintott blokk (A) és a mar metszésre elokészitett, a ,kifaragott” szovetmintat
tartalmaz6 blokk (B): az ozmiummal kontrasztositott mintak feketék, s mindkét blokk hatuljan latszanak az azonositd
betiik

A blokk kifaragasa, az ultramikrotom miikodése és a
kések

Az ontéformabol kivett blokkok felszinét a metszéshez el6 kell késziteni. Ultravékony metszeteket csak kb. 1 mm>

nagysagu feliiletrdl lehet eredményesen és szépen késziteni. Ezért a blokkok csucsi részét megfelelden ki kell
alakitani: olyan csonka piramis format kell a minta felett képezni, amelynek oldalai kdzrefogjak a mintat, felszine
trapéz vagy (nagyobb metszetek sziikségessége esetén) téglalap alaku, és kdzvetleniil a beagyazott anyag folott
van.

A munkdhoz a blokkot egy blokkbefogoba helyezziik, majd sztereomikroszkop alatt a felesleges miigyantat pengével
lefaragjuk rola. A blokk kifaragdsat a piramis oldalainak kialakitasaval kezdjiik, majd a tetejét vagjuk le megfelelé
magassagban egyélii pengével (4.24. abra). Ezutan Gillette pengével lesimitjuk a piramis tetejét (4.25.4 dabra),
majd a blokkot dthelyezziik a mikrotom targy- vagy mds néven blokkbefogdjaba (4.26. és 4.27. dbra).

4.24. abra. A blokk kifaragasahoz sziikséges eszkdzok: blokkbefogo a befogott blokkal (A), egyélii penge (B),
Gillette penge (C) és a kifaragott blokk (D). A beagyazott mintdk az ozmiumkezelés miatt sdtétek és jol latszanak

4.25. abra. Téglalap alakura kifaragott (A) €s mar metszett (B) blokk felszine (a beagyazott mintak az ozmiumkezelés
miatt sotétek)

Az ultravékony metszetek készitésére kifejlesztett eszkdz az ultramikrotom. Felépitése a fénymikroszkopos
metszetek készitésére hasznalt kerekes mikrotomhoz hasonlod: a kés helyzete rogzitett, a metszés soran a blokk
mozog fentrdl lefelé. Miikodése automatizalt, de a metszetek lehuzasa (lendkerék segitségével) manualisan is
végezhetd. A munkat a targy- és késbefogd f61¢ szerelt mikroszkdppal folyamatosan ellendrizhetjiik (4.26. abra).
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4.26. abra. Ujabb (A) és régebbi tipusa (B) ultramikrotomok

A blokk fentrdl lefel¢ halad, mikdzben a rogzitett kés pengéje egy metszetet szel le a felszinérdl. A kés el6tt elhaladt
blokk a kés mogeé siillyed (ez a metszési fazis vége, 4.27. és 4.28. abra jobb oldali kép), majd felemelkedve visszatér
kiindulési helyzetébe (visszatérési fazis), mikdzben egy nagyon preciz szerkezet gondoskodik az eldretolasarol: a
blokk felszine egy cikluson beliil a metszet kivant vastagsaganak megfelel6 mértékben mozdul eldre.
A - Wi késéle ;
vizzel

4.27. abra. A mikrotomba befogott gyémantkés és a blokk metszés kozben (oldalrdl [A] és szembdl [B] nézve):
a blokk éppen a metszési fazis végére, a kés mogé ért

A lehuzott és a kés viztartd medencéjébe Usz6 metszetek vastagsagat a mikrotom sajat megvilagitasa mellett,
azok szine alapjan lehet ellendrizni. A rutinjellegi TEM vizsgalatokra az eziistsziirke, immunjel6lésre (1.
Immuncitokémia fejezet) pedig egy kicsit vastagabb, aranyszinii metszetek a legalkalmasabbak (4.28. abra).

VASTAGSAG SZIN
(nm)
szlirke

<60 —

eziist

90 —

arany
150—

lila
190 —

kék
240 — zéld

4.28. abra. Bal oldalon a metszetek vastagsaganak és szinének Osszefiiggése; a jobb oldalon: metszetek a gyémantkés
medencéjének vizfelszinén (a bal oldali, szivarvanyos metszetek kisimitatlanok, a medence kdzepén 1évok aranyszind,
kisimitott, immunjel6lés céljara készitett, nagyméretii, egymastol elvalo metszetek)
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A vizfelszinen uszo metszetek kisimitdsa kloroform- vagy xilolgdzben, vagy hoceruzaval tértenik. A metszetek folott
a szerves oldoszerbe martott fogpiszkalot vagy abba dztatott sziirdpapircsikot, illetve héceruzat huzunk el vagy
tartunk (ezek a kezelések a feliileti fesziiltséget novelve segitik a metszetek kisimulasat, 1. 4.28. abra jobb oldali
kép). A kivetkezd lépés a metszetek mikrorostélyra (4.29. és 4.30.dbra), majd a rostély szammal és betiijelekkel
ellatott metszettarté dobozba (gridtartoba) valo helyezése. A metszeteket konnyebb a rostélyra telepiteni, ha a
metszés sordn sorozatot, szalagot alkotnak (pdarhuzamos éleikkel 6sszetapadnak), s nem uisznak el egymdstol.

4.29. abra. Mikrorostély nagy nagyitasu képe a metszetekkel

4.30. abra. Metszetek a rostélyon (kis nagyitasu elektronmikroszkopos felvétel): A: a metszés soran sorozatban
lejovo, ép metszetek, B: szakadozott, tonkrement metszetek (a minta-elékészités nem volt megfeleld)

Az elektronmikroszkopban készitett képek, azaz metszetek Gsszehasonlithatésaganak feltétele, hogy azok szinte
egyforma vastagok legyenek, a blokkot eldretold szerkezetnek igy megbizhatéan kell miikddnie. Ez kifejezetten
fontos, ha sorozatmetszeteket készitlink, s a minta egyetlen ,,szeletét” sem veszithetjiik el. Az ultravékony metszetek
nagyon érzékenyek, konnyen szakadnak (4.30.B abra), a rostélyok annyira konnytiek, hogy egy-egy fuvallat,
tiisszentés is elropiti Oket. A metszés soran nagyon fontos a munkateriilet tisztan tartasa, a szennyez6dési lehetdségek
minimalizalasa és a nyugodt, huzatmentes kérnyezet.

Az ultramikrotechnikdaban hasznalt kések iiveg- vagy gyémantkések. Az iivegkéseket — megfeleld szabalyok
szerint — {ivegcsikbol, késtoré berendezéssel, sajat magunk készitjiik (4.31. abra).

Az iivegesikbol négyzet alaki darabokat vagunk, majd ezekbdl egyenként két-keét haromszog alaku kést készitiink
(4.31. abra). Ha megfeleléen jarunk el, akkor a késeknek egy tompa és egy hegyes, éles éle lesz (4.32.4 abra):az
utobbi torésvonala ivelt — ez a megfeleld vagoél (4.33.4 dbra). A berendezésben egy gyémanthegy van, amellyel
a kivant helyen bekarcoljuk a rogzitett iivegdarab felszinét, majd azt a karcolds mentén eltorjiik.
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4.31. abra. Régebbi tipust késtord berendezés iivegesikkal és a kész kések (jobb felsd sarok)

Aziivegkésre desztillalt vizet tarté medencét (kadat) ragasztunk fényes ragasztoszalagbol, amelynek als6 szegélyét
folyékony paraffinnal vagy koromlakkal lezarjuk (4.32.B abra). Az elkészitett késeket meghatarozott ideig,
pormentesités céljabol lezart dobozban tarolhatjuk is, de idével az élik ,elfolyik” (az {iveg amorf kristalyos
szerkezete atrendez6dik), s hasznalhatatlanokka valnak.

tompa & viztartd

1 4

koramlakk csik

/
;

éles &l
Gl B C

4.32. abra. Kések: iivegkés (a jobb lathatosag kedvéért vékony fekete vonallal koriilrajzoltuk), elétte elére gyartott,
felragaszthatd viztarold medence (A), livegkés szalagbdl ragasztott viztaroloval (B) és gyémantkés (C)

Az livegkések éle sériilékenyebb, mint a készen kaphato gyémantkéseké, s ultravékony metszésre csak egy adott
szakaszuk alkalmas (4.33. 4bra). Sajnos a gyémantkések éle sem 6rok életii, a hasznalat soran ez is sériilhet. A
késhibak a metszeten htizott un. késcsik formajaban azonosithatok (4.34. abra).

metszésre alkalmas szakasz

4.33. abra. Uveg- (A) és gyémantkés (B) éle nagy nagyitason: az A abran jol latszik az ives torésvonal, ami az
éles, metszésre alkalmas élt jelzi
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4.34. abra. Sériilt késél altal huzott csik a metszeten

A metszés menete a kévetkezo. A kifaragott blokkot rogzitjiik a targybefogoba. Kivalasztiuk a megfeleld kést, s azt
rogzitjiik a késbefogoba. A kés dolésszoge dllithato, s a blokk (a polimerizalt bedgyazoszer) tulajdonsdagaihoz
igazithato (4.27. abra). A blokkot a blokkbefogo allitocsavarjai segitségével ugy igazitjiuk, hogy a trapéz vagy
téglalap rovidebb parhuzamos élét a kés felé forditjuk, majd a kés élével parhuzamosra allitjiuk. Ellendrizziik, hogy
a blokk teteje a kés éle elott mozog-e, s hogy a mozgasa kozben nem tavolodik-e attol (azaz a metszetvastagsag
azonos lesz a trapéz tetején és aljan, 4.35. abra).

a kés dle

4.35. abra. A kés és a mogotte 1évo kifaragott blokk helyzete a helyes bedallitas utan: a kés éle parhuzamos a
téglalap parhuzamos oldalaival és a blokk felszinére vetett arnyékanak vonalaval. (A blokk cstcsara faragott
piramis éleit a jobb lathatosag kedvéért narancssarga szaggatott vonal jelzi, a kés mogé eso, a felvételen takarasban
1évo éleket vékonyabb vonallal jeleztiik.)

Ha az anyagot elézetesen ozmiummal kontrasztositottuk, akkor helyzete jol latszik a blokkban. A mikrotommal
néhany metszetet lehizunk beldle, igy a kifaragott minta egész (kivant) felszine bekeriil a metszéssikba.

Félvékony metszetek

crer

vastag, in. félvékony metszet segitségével tehetjilk meg. A mikrotom ugyan automatizalt, de ezeket a metszeteket
még kézi vezérléssel is lemetszhetjiik. A vizre Usz6 metszeteket targylemezen 1év6 vizesepp felszinére helyezziik,
raleheléssel kisimitjuk, és melegitéasztalra téve raszaritjuk a targylemezre, majd a kivant médon megfestjiik. A
félvékony metszetek festésére altalaban 1%-os, lugos kémhatasu toluidinkék oldatot hasznalunk, mert ezzel a
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festés gyors és egyszeril. A lugos pH-tartomany és a ho (melegitdasztal vagy lang) biztositja a festék miigyantaba
valo behatolasat (1. kés6bb). Hasonlo eljaras a bazikus fukszinnal valo festés. A festett metszetek fénymikroszkopban
vizsgalhatok. Kontrasztos, a teljes minta attekintésére alkalmas képet kapunk, amelyet lefedés utan azonnal

megnézhetiink, s dokumentalas céljabol metszettartdo dobozban meg is érizhetiink (4.36. abra).

4.36. abra. Toluidinkékkel (A) és bazikus fukszinnal (B) festett félvékony metszet (patologias agyszdvet)

A félvékony metszetek is lehetnek soksziniiek, ha egymas utan tobb festéket haszndlunk (szukcedan festés). A
metilénkéket gyakran kombinaljak bazikus fukszinnal: a metszet szinvilaga igy az Azan-festéshez hasonlo lesz
(4.37. abra). Lényeges kiilonbség azonban, hogy ami a fénymikroszkopos metszeten piros (sejtmagok, citoplazmay),
az a félvékony metszeten kék, illetve ami az Azan-festés utan kék (pl. kollagénrostok), az a bazikus fukszinnal torténd
festés utan rozsaszinii lesz. A festékek itt is mutatnak metakromazidt, azaz a sajat sziniik helyett mas szinve festhetnek:
a lipidcseppeket a toluidin-kék és a metilénkék is zéldre festi (4.37.E dbra).
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4.37. abra. Fénymikroszkopos és félvékony metszetek 6sszehasonlitasa: vastagabb, fénymikroszkopos, paraplasztba
agyazott metszet Azan-festés utan (A), félvékony metszetek metilénkék (B, C) és metilénkék-bazikus fukszin
(D—F) festés utan. (Az E abran a lipidcseppek metakromazat — z6ld szint — mutatnak. Az F felvételen a rozsaszin
teriiletek kollagénrostok, a bordd pottyok és vonalak rugalmas rostok. A—C: éticsiga tiidd, D, E: béka laryngo-
trachealis zsak, F: béka hangredd)

A félvékony metszetek vastagsagban dtmenetet jelentenek a fénymikroszkopos és az elektronmikroszkopos metszetek
kozott. Ez a részletgazdagsagra is igaz, hiszen a féenymikroszkopos metszetekkel ellentétben a félvékony készitmények
csak egy sejtsor vastagsaguak. Annak érdekében, hogy festés utin a fénymikroszkopos mintdkkal jobban
osszehasonlithatok legyenek, kidolgoztak a hagyomdanyos fénymikroszkopos festési eljardasok miigyantaba agyazott
metszeteken alkalmazhaté valtozatdt is. Igy a félvékony metszeteket megfesthetjiik hematoxilin-eozinnal, Azannal
vagy akar eziistimpregndcioval is (4.38. dbra).
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o (fejlédd légzeham)
4.38. abra. Fénymikroszkopos (A) és félvékony (B) metszet hematoxilin-eozin festés utan (patologias kisagy,
fehérjeaggregatumokkal), valamint félvékony metszet eziistimpregnacioval (C, tintahal)

Ha a metszet festddése nem megfeleld, ezen ugy javithatunk, hogy a beagyazoszert részlegesen eltavolitjuk,
azaz a metszetet olyan oldatba helyezziik, ami kémiai uton ,,0ldja” a bedgyazoszert. Ez utobbi eljaras alapja az,
hogy az epoxigyantakban kialakul6 savanhidridek epoxi-csoportokkal alkotott észterkotései lugérzékenyek. Ez
lehetdvé teszi a miigyantanak a metszetbdl valo részleges kioldasat natrium-hidroxiddal (pontosabban annak
alkoholos oldataval, Na-etiolattal vagy Na-metoxiddal). Ilyen ,,maratast” végezhetiink immuncitokémiai jelolés
elott is, hogy a metszet felszinéhez kozeli epitopokat (antigén determinansokat) az ellenanyag szamara hozzaférhetové
tegyiik (epitop-feltaras, 1. késdbb).

Ultravékony metszetek és a mikrorostélyok

Amennyiben a félvékony metszeteken végzett vizsgalatok alapjan a minta-el6készités megfelelének bizonyult, a
munkat az ultravékony metszetek készitésével folytathatjuk. Ilyenkor a mikrotomot érdemes automata tizemmodba
allitani, ugyanis ez biztositja a leginkabb azt, hogy a metszés soran a blokk mozgasa megfeleld sebességii és az
eléretolas egyenletes legyen. Az elkésziilt metszetek ugy isznak a vizfelszinre, hogy a trapézok parhuzamos,
szomszédos élei Osszetapadnak, a metszetekbdl tehat 6sszefiiggd lancolat keletkezik.

Az ultravékony metszeteket targytarto racsra, in. mikrorostélyra (réviden rostély) helyezziik. A rostély (angol
neve: grid) 2,3-3 mm atmérdjli kis korong, amely a metszeteket tartja, az elektronsugarzas altal keltett hot és
toltést mérsékli, elvezeti (4.29. dbra). A hordozofelszin kialakitasa valtozo: vannak egylyuki és halés rostélyok
(4.39. abra). Utobbiak a metszetek egy részét kitakarjak, igy ha fontos, hogy a minta egészét kitakaras nélkiil
lassuk, akkor a metszeteket olyan egylyuk gridre vessziik fel, amelyre el6zetesen egy vékony, elektronateresztd
un. hordozohartyat vittiink fel (hartyas rostély). Ezek a hartyak 5-10 nm vastagsaguak, s amellett, hogy tartjak a
metszeteket, a sugarzas altal keltett hohatasokkal szemben kissé ellenallobbak, mint a racshalozat (a felmelegedés
a vékony metszetek elszakadasahoz vezethet). A hartyak késziilhetnek szerves (pl. szén) és szervetlen (pl. formvar)
anyagbol is.

A rostély haloméretét mesh-ben adjak meg (mesh=halo, haloszem). Minél nagyobb ez a szam, anndl siiriibb a
hadlé, azaz anndl kisebb a nem takart, vizsgdlatra alkalmas felszin. Ertelemszeriien a ritkabb halo kevésbé tartia
a metszeteket, de nagyobb vizsgalhato teriiletet biztosit. Forgalmaznak 40, 100, 150, 200, 300 és 400 mesh értékii
rostélyokat is.
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A rostélyok anyaga leggyakrabban réz vagy nikkel. A rutincélokra készitett metszeteket rézgridre, mig az
immunjeldlésre szantakat nikkelrostélyra tessziik®.

A metszés végén a kés viztartd medencéjében isz6 metszeteket kisimitjuk (4.28. abra), koziiliik a nem megfeleld
vastagsaguakat eltavolitjuk, majd a tobbit a rostélyra helyezziik.

A rostélyt a metszetek mellett a viz szintje alda buktatjuk, majd azok ala toljuk, és vele a metszeteket a vizbol kiemeljiik.
A metszetek kiemelése kénnyebb, ha azok Osszefiiggo sort alkotnak, s nem egyesével lebegnek a vizen (4.29. abra).

A grideket szlir6papiron hagyjuk megszaradni, majd azonositdjelekkel ellatott tartoba helyezziik.

A gridtarto doboz elcsusztathato tetdvel és azonositojelekkel ellatott tarolo, amelybe a rostélyokat mindig megadott
orientacioban kell elhelyezni. A teton ablaknyildas van, amit a kivdlasztott rostélyt tartalmazo lyuk folé tolva lehet

a gridet kiemelni a helyérdl (4.39. abra). A mintdk azonositdjelzéseit a dobozhoz tartozo dokumentdcioban régziteni
kell.

féryes felszin

miatt felszin
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4.39. abra. Ultravékony metszeteket tartdo (mikro)rostélyok (A) és a gridtarté doboz (B)

Kontrasztositas

Az elektronmikroszkop képernydjén (és a sikfilmen vagy a digitalis kamera érzékeldjén) azok az elektronok
alkotnak képet, amelyek a minta atomjaival rugalmatlanul iitkdztek. A képerny6 azon pontjai, ahova becsapddnak,
vilagosak lesznek, mig azok, ahova nem érkezik elektron, sotétek maradnak. Ahogy emlitettiik, a biologiai mintakban
kevés a rugalmas szorédast okozé nehézfématomok szama, azaz a metszetek ilyen jellegii kezelés nélkiil
kontrasztban szegények lesznek. A részletgazdagsagot tehat nehézfémsdék bevitelével ndvelhetjik: ez a
kontrasztositas (1. 4.2. dbra). Altalanosan erre az ozmiumot (ozmium-tetroxid), az urént (uranil-acetat) és az 6lmot
(6lom-citrat) hasznaljak. A minta kontrasztositasa torténhet blokkban (a viztelenités el6tt) és metszetben is.

Az utdfixalasra és blokk-kontrasztositdsra hasznalt ozmium-tetroxid a membranokba épiil be, kirajzolja tehat a
membranok altal hatarolt tereket. Az urant vizben vagy alkoholban oldott uranil-acetat formajaban, blokkban és
metszeten torténd kontrasztositasra egyarant hasznaljuk. K6tddik a nukleinsavakhoz, a kollagénhez, de gyengén

3 Ennek magyarazata, hogy a réz griden az aranykolloid kicsapodik.
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jeloli a membranfehérjéket is. Mindkét oldatot fénytdl védve, sotétben kell tarolni. Az élom-citrat lugos oldatat
csak metszetek kontrasztozasara hasznaljuk.

Az 6lomsok a levegd szén-dioxid-tartalmaval 6lom-karbondtot képeznek, ami csapadék formajaban kicsapodik a
metszeten, ezért a kezelést zart térben (Petri-csészében), a vizet megkotd (higroszkopos) natrium-hidroxid kristalyok
mellett kell végezni (4.40.B—E dabra).

Az ultravékony metszetek ,,festésére” szolgald oldatokat szlirni kell. Erre a célra kis térfogat fecskendot és a
végére helyezett, baktériumok kiszlirésére alkalmas fecskendésziirét hasznalhatunk (4.40.A abra).

A kontrasztozds menete a kovetkezo: a kontrasztozooldatbol Petri-csésze viasszal kiontott aljara fecskenddsziirovel
a rostélyokkal azonos szamu cseppet cseppentiink (4.40.B, C abra). Mikrocsipesszel ovatosan a cseppek tetejére
helyezziik a rostélyokat, mégpedig a metszethordo felsziniikkel lefelé, hogy a metszetek érintkezzenek az oldattal
(4.40.D, E abra). Megfeleld idé elteltével a kontrasztozooldatot ledblitjiik: ezt a kontrasztozoéoldat oldoszerével
kezdjiik, majd desztillalt vizzel zarjuk. A mosds soran a grideket csipesszel tartva belemdrtogatjuk a mosofolyadeékot
tartalmazo Petri-csészébe (4.40.F dabra), majd a rostélyokat — a metszetekkel felfelé! — szalmentes sziiropapirra
helyezziik, hogy megszaradjanak. Végiil a kész metszeteket hordozo rostélyokat visszahelyezziik a gridtarto dobozba
(4.39. abra). A szennyezodesek elkeriilése érdekében a Petri-csészét mindvégig lefedve tartjuk.

c—
T |
ot —

4.40. abra. Ultravékony metszetek 6lom-citrattal torténd kontrasztositasa: a sziikséges felszerelés (Petri-csészék,
szirdvel ellatott fecskendd, mikrocsipesz, kontrasztositasra varo rostélyok a gridtartd dobozban) (A), a
kontrasztositéoldat cseppjeinek kicseppentése a viaszfelszinre (B), a cseppek a fehér natrium-hidroxid kristalyok
mellett (C), a rostélyok cseppfelszinre helyezése (D), metszeteket hordoz6 felsziniikkel lefelé forditott rostélyok
a cseppek felszinén (E), a kontrasztozoéanyag lemosasa mos6folyadékba martogatassal (F)

A kész metszetek vizsgalata

A kontrasztositas utan a metszetek vizsgalhatok az elektronmikroszkoppal. Ez az elsé lehetéség arra, hogy
ultrastrukturalis szinten megnézziik, vajon megfeleld volt-e a minta elékészitése. A rostélyokat kis nagyitdson
attekintjiik. Ha a metszetek megfelelének tiinnek (4.30.A abra), akkor kozepes nagyitassal kivalaszthatjuk koziiliik
azokat, amelyeket részletesebben megvizsgalunk (4.41. abra).
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4.41. abra. A vizsgalatra kivalasztott teriilet kis (A), kozepes (B) és nagy nagyitast (C, D) részletei (emberi kisagy,
a méretvonalak: 10 pm /B/ és 2 um /C, D/)

Atagyazas: atjaras a fény- és az
elektronmikroszkopos dimenziék kozott

Lehetdség van arra, hogy a fénymikroszkopos vizsgalatok soran kiilonosen érdekesnek tartott teriilet
ultrastruktirajarol is képet alkossunk. Ez azért figyelemre mélto, mert — ahogy azt a mikrotechnikai bevezetében
irtuk — az egész minta-el6készitési eljarast azon szempontnak rendeljiik ala, hogy milyen dimenzidban, azaz milyen
felbontasti mikroszkoppal szeretnénk a kiértékelést végezni. Mas rogzitdszert, rogzitési modot és beagyazast
alkalmazunk a fény-, és mast az elektronmikroszkdpos mintak készitésekor.

Abban az esetben, ha a minta-elokészitést azzal az igénnyel kezdtiik, hogy a fénymikroszkopos vizsgalatok soran
a legérdekesebbnek tartott teriiletek ultrastrukturalis szinten is megnézhetdk legyenek, a metszetnek erre a célra
kijelolt tertileteit at kell 4gyazni. Az atagyazas azt jelenti, hogy a fénymikroszkopi technikaban hasznalt beagyazoszert
(pl. paraplastot), ami a rdgzitett szerv- vagy szdvetmintat a metszeten magaba zarja, le kell cserélni az
elektronmikroszkopidban hasznalt beagyazoszerre (pl. epoxigyanta).

Az eljérast itt nem részletezziik, az eredmények onmagukért beszélnek. Az alabbi, 4.42. abran megnézhetjiik az
idegszovetben kialakult koros fehérjeaggregatumot ¢és a kornyezetében 1évo gliasejteket fény- ¢és
elektronmikroszkopos képen is. Nagyobb nagyitassal megvizsgalhatjuk, hogy a sejtek ultrastrukturalis szinten
mutatnak-e valamilyen patologias elvaltozast, vagy sem (4.42. abra).
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4.42. abra. Ultrastrukturalis vizsgalatra kivalasztott teriilet a paraplastba agyazott, H-E festett metszeten (A),
valamint ugyanennek a teriiletnek az elektronmikroszkopos képe (B) (a nyilhegyek mindkét képen ugyanazon
sejtekre, a nyil pedig a kdzottik 1évo extracellularis aggregatumra mutat)

A morfologiai vizsgalaton felil megprobalkozhatunk kevésbé érzékeny antigének immunjeldléssel torténd
kimutatasaval, lokalizaciojaval is (1. Immuncitokémia fejezet).

Mitermékek, hibak

A minta-el6készités soran elkovethetd, miiterméket okozo hibakbol csak néhanyat emlitiink. Annak elemzésétol
eltekintiink, amikor a metszet nem jo megtartasu, részletgazdagsaga nem kielégitd. Ezt okozhatja helytelen fixalas
és beagyazas is.

A nagyitas fokozasa a ,,fényintenzitas” csokkenésével jar, ezért a ,,megvilagitast” fokozni kell, ami viszont az
elektronok energidjanak emelésével jar. Ilyenkor a metszet zsugorodhat, torzulhat, sz&lsGséges esetben a szemiink
lattara el is szakadhat (4.30.B abra). Ennek oka az, hogy a beagyazoszer nem képes elviselni azt a — h6tobblet
altal kivaltott — karosodast, amit az elektronsugarakkal valo kolcsonhatas okoz. A problémat (bizonyos hatarok
kozott) altalaban a metszetvastagsag novelésével sziintethetjilk meg.

Miterméknek szamit a kés sériilésébdl adodoan a metszetre keriild késcsik is (4.34. abra), amely sulyosabb esetben
apr6 szakadasok, lyukak sorozatanak formajaban jelentkezik.

A metszeten a késcsikra merdleges, egymassal parhuzamosan fut6 csikozat jelenhet meg, ami megfelel a metszet
valtakoz6 vékonyabb-vastagabb savjainak. Ennek forrasa lehet a metszés kozben fellépd valamilyen kiils6 rezgeés,
vagy a blokk és/vagy a kés helytelen rogzitése.

Amikor a minta el6készitése soran a metszet szennyezdédik, vagy olyan oldatmaradvanyok maradnak benne,
amelyek csapadékképzddéshez vezetnek, a metszet felszinén kivalo, egyenletes siiriiségben eléforduld sotét vagy
fekete kristalyok eltakarjak a minta finom rajzolatat (4.43. abra). Ez esetben meg kell keresni a hiba okat, ellendrizni
kell a munkamenet tisztasagat és a hasznalt oldatokat. Végig kell nézni a munka soran késziilt jegyz6konyvet,
amely az oldatok pontos Gsszetételét, a kezelések sorrendjét és idejét tartalmazza.
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4.43. abra. Csapadékképzodés a metszet felszinén: a kivald nehézfémso kristalyok eltakarjak a metszet rajzolatat,
lehetetlenné teszik a pontos megfigyeléseket (a B abra az A felvételen lathaté metszet, a D abra pedig a C foton
lathato metszet nagyitott részlete; a metszetek kontrasztozasa egyszerre tortént; egéragy részlete)

Minta-elokészités specialis TEM vizsgalatokra

Ebben a témakdrben harom modszert emlitiink: a negativ kontrasztositast, az egyes makromolekulak és enzimek
lokalizacigjat célzd citokémiat, valamint (elsésorban) a fehérjék kimutatasara és lokalizacidjara kifejlesztett
immuncitokémiat. Utobbit, jelentsége és terjedelme miatt, kiilon fejezetben targyaljuk.

Negativ kontrasztositas

Az eljaras elnevezése azt jelzi, hogy a rutinszertien alkalmazott kontrasztositassal (vilagos hattér, sotét objektumok)
szemben az igy kapott képen a hattér sotét (elektronszorod) lesz, a vizsgalt objektum pedig vilagos (elektronok
szamara atjarhat6). Emlékeztet6iil: a bioldgiai mintak alapvetden transzparensek, rajtuk az elektronok nem szorddnak,
tehat ha nehézfémek nem kapcsolodnak hozzajuk, akkor az elektronsugarak kolcsonhatas nélkiil athatolnak rajtuk
(4.1. és 4.2.abra).

Az eljaras népszerli, mert gyors, egyszerii modszer izolalt sejtalkotok (ultracentrifugéldssal nyert frakciok),
baktériumok, virusok és makromolekulak (sejtvaz elemek, fehérje aggregatumok) vizsgalatara. A munka soran a
vizsgalando objektumokat tartalmazo oldatot hartyas rostélyra kell kicseppenteni és arra raszaritani.

A modszer lényege, hogy a vizsgalandd objektumra nehézfémso oldatot cseppentiink, ami kitdlti a preparatum
meélyedéseit és az objektumok kozotti teret, &m a minta magasabb részeit nem lepi el, igy azok
kontrasztanyagmentesek lesznek. A gyorsan beszarado fémsooldat elektronszorova teszi a kornyezetet, mig a
,.Kiall6” részek transzparensek maradnak, tehat a képen fehér szintiek lesznek (4.44., 4.45.A abra).
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A nehézfémsd B nehézfémsd
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4.44. abra. A pozitiv (A) és a negativ (B) kontrasztozasi eljaras lényege: a pozitiv eljarasnal a nehézfémsok a
biologiai minta egyes komponenseihez k6tédnek, a negativ ,,festésnél” az azok kozotti teret toltik ki; feliil oldalnézeti
kép, alul a mikroszkopban megjelend kép

Ha a kontraszt anyagot megfelel6en adagoljuk, vagy dvatosan kissé lemossuk, akkor az szinte csak a minta finom
mélyedéseiben, a kiemelkedo részek peremén iil meg, illetve marad meg, igy annak térbeli, domborzati viszonyait
kirajzolja (4.45.B é4bra).
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4.45. abra. Csavarodott fonalakat (helikalis filamentumokat) formalo fehérjeaggregatumok negativ kontrasztozas
utan: a B minta készitése sordn a kontrasztanyagot annak beszaradasa el6tt ovatosan ledblitettiik, igy itt a hattér
vilagos (tau-filamentumok Alzheimer-korban elhunyt beteg agymintajabol)

Citokémia

Alapjai megegyeznek a korabbiakban mar bemutatott hisztokémiai eljarasok alapjaival. A fénymikroszkopos
metszetekhez hasonléan az ultravékony, elektronmikroszkopos metszeteken is lathatova tehetjilk specifikus
komponensek jelenlétét, azaz a lipidek, szénhidratok, nukleinsavak és fehérjék kimutatasara kidolgozott
hisztokémiai (szOvettani) eljarasok koziil — némi moddositassal — egyeseket az elektronmikroszkopiaban is
hasznalhatunk.
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Ilyenre példa a Feulgen- és a PAS-rakcio. Nehézfémionok nem csak lipidrétegeket (1. kontrasztositas), hanem
szenhidratokat is jelol(het)nek (1. sejtkopeny).

Ha a feladat fehérjék kimutatasa, valaszthatunk immunolégiai médszert: a fehérjét (antigén) specifikusan
felismerd ellenanyaggal jel6ljiik, majd ezt az immunkomplexet mutatjuk ki. A modszer a keresett fehérje
lokalizacidjara alkalmas, és tobbféle valtozata ismert (1. Immuncitokémia).

Amennyiben a fehérje enzim, akkor a helyzetén kiviil a miik6désére vonatkozodan is nyerhetiink informéaciot,
hiszen az enzimeket katalizalt reakcidik alapjan azonosithatjuk. Ezzel foglalkozik az enzimcitokémia.
Alkalmazasanak feltétele, hogy az enzim megdrizze, illetve visszanyerje aktivitasat az eljaras soran — ezt a
szempontot a minta-el6készit6 eljaras egésze folyaman szem el6tt kell tartani.

Az enzimcitokémia alapja az, hogy az adott enzimreakcio termékei (vagy azok egyike) olyan reakcioba vihetdk,
amelyben beldliik a keletkezésiik, vagyis az enzim aktivitasanak helyén azonnal oldhatatlan csapadék keletkezik.
Amennyiben a végtermék nehézfémionokat tartalmaz, az enzimaktivitas elektronmikroszképos metszeten is
detektalhato. A korabban mar bemutatott Gomaori-féle savas foszfataz kimutatas ilyen eljaras: a reagensek kozott
olom-nitrat is szerepel, amely a savas kdrnyezetben aktiv foszfataz altal lehasitott foszforsavmaradékkal elektronszoro
6lom-hidrogén-foszfat csapadékot képez. A reakcid a lizoszomalis enzimek kimutatasara alkalmas, eredményeként
a képen sotét folt jelenik meg ott, ahol az enzim miikddott (4.46. abra). A lugos foszfataz kimutatas soran keletkezd
kobalt-szulfid csapadék szintén azonosithato elektronmikroszkopban.
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A mitermékek képzddési lehetdsége (pl. az elégtelen fixalas miatt az enzim nem eredeti helyen valo eléfordulasa,
az aktivitas elvesztése, a szubsztrat nem megfeleld volta és bomlékonysaga, a csapadék részleges kioldodasa) miatt
a kapott eredmény csak megfeleld kontrollkisérletek elvégzésével fogadhato el.

Immuncitokémia
Az alapok

Ahogy azt mar korabban irtuk, az elektronmikroszkdopia megjelenése 4j tavlatokat nyitott a morfologiai vizsgalatok
elott. Az egyre ijabb és Gjabb generacios mikroszkopok az él6lények szerkezeti felépitésének (struktirajanak)
egyre részletgazdagabb tanulmanyozasat és leirasat teszik lehetové, amely ma mar a makromolekulak szintjénél
tart. (A jelen technikak az atomi szintii felbontast is biztositjak /1. nagy felbontasu transzmisszios és pasztazod
elektronmikroszkop, HR-T(S)EM/, de ennek gyakorlati jelentGsége csak az élettelen mintak, kristalyok szerkezetének
kutatasaban van.)
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Ahhoz, hogy a szerkezet és a miikodés kapcsolatarol €s ennek véaltozasarol molekularis szintii ismereteket szerezziink,
arra van sziikség, hogy a makromolekuldk eloszlasi mintazatat a szoveti szint mellett (1. fénymikroszkopos
immunhisztokémia, angolul immunohistochemistry, IHC) a sejtek szintjén is vizsgalni tudjuk. A sejten beliili, Gn.
ultrastrukturilis lokalizacié vizsgalatdira az elektronmikroszkopos immuncitokémia (angol nevén:
immunocytochemistry, ICC) modszertana teremt lehetdséget, amely az elektronmikroszkdpiat a nagy felbontasu,
de mégis csak leird, szerkezetvizsgalé modszerbdl a molekularis sejtbiologia ma is dinamikusan fejlédo agava
tette.

Az immuncitokémia alapjai azonosak az immunhisztokémia alapjaival: a mddszer a nagyon specifikus antigén-
antitest reakciora épiil, ahol a lokalizdland6 antigén alapvetden fehérje. A kivitelezés soran alkalmazando
modszertani  kiilonbségek els6sorban abbol az igénybdl szarmaznak, hogy szeretnénk kihasznalni az
elektronmikroszkopnak a fénymikroszkopét nagysagrendekkel meghaladé felbontoképességét. Igy e modszernél
a cél az, hogy az antitest altal felismert antigént annak természetes eléfordulasi helyén (in situ) tegyiik az
elektronmikroszképban — minden mas strukturatol megkiilonboztethetd modon — lathatova.

Mindezen szempontokat figyelembe véve egy molekularis szinten értelmezhetd és képi mondanivaloban gazdag
elektronmikroszkopos immunjeldlés sikeres kivitelezésének harom alapvetd feltétele van:

1. jo mindségl, rendkiviil specifikus ellenanyag;

2. elektron-optikailag kivaléan detektalhat6 jelz6anyag (vizualizacids marker);

3. megfelel6 — sokszor a mintara szabott, egyedi — minta-elokészités, amelynek kettds kovetelményt kell
kielégitenie: maximalisan kell biztositania
a. alokalizaland6 fehérje antigenicitasanak természetes formaban vald megdrzését, valamint
b. a bioldgiai minta finomszerkezetének (ultrastruktirajanak) a lehet6 legjobb megtartasat.

A minta-elékészités fenti két (3.a és 3.b) kovetelményének egyidejii teljesitése igen nagy nehézségekbe iitkozik,
¢és soha nem lehet tokéletes. A rutin TEM eljarasok soran hasznalt, j6 megtartast biztosito fixalok valtozatlan moédon
valo alkalmazasa ugyanis — kovalens keresztkdtések kialakitasaval — gyakran tonkreteszi az epitopokat®, igy
ellehetetleniti a jelolést. Az antigén determinansok épségének, reakcioképességének a megvédését szolgald eljarasok
pedig altalaban nem biztositjak kell6 mértékben az ultrastrukturalis szerkezetek megérzését. A kidolgozott
eljarasokban tehat kompromisszumok sorozatat talaljuk, hiszen azok ,,egyensulyoznak” a két feltételt kiilon-
kiilon maximalisan biztositd6 megoldasok kozott.

Ellenanyagok

Az ellenanyagok szerkezetével, eldallitasaval, tisztitasaval és mindségiik ellendrzésének modjaival e konyv keretein
beliil nem foglalkozunk. Az Immunhisztokémia fejezetben leirt alapokon tal, alabb réviden 6sszefoglaljuk a
poliklonalis antiszérumok és a monoklonalis ellenanyagok k6z6tti alapvet6 kiilonbségeket.

Amikor egy allat immunrendszere talalkozik egy szamara ,,idegen” fehérjével (az immunizalas soran beoltott
antigénnel), akkor benne tobb B-limfocita klon jon 1étre, amelyek mindegyike az antigénnel szemben specifikus
immunglobulint termel. Az egyes klonok abban kiilonboznek, hogy ellenanyaguk az antigén mely részletét (epitopjat)
ismeri fel, s azt milyen affinitassal és specificitassal koti. A vérszérumban tehat tobb klon terméke azonosithato,
ezért ezt a szérumot poliklonalis antiszérumnak nevezzik.

Amikor egy olyan ellenanyagot szeretnénk, amely ,tiszta” abban az értelemben, hogy az antigénnek csak egy
szigorian meghatarozott epitopjat (részletét) ismeri fel, akkor valogatni kell a keletkez6 klonok immunglobulinjai
kozott. Ezt megtehetjiik a poliklonalis antiszérumbol kiindulva: a mddszer neve affinitastisztitas, s hozza nagy
mennyiségli antiszérum és antigén sziikséges. Egyszeriibb megoldas, ha még a B-sejt klonok koziil valasztjuk ki
a legmegfelel6bb immunglobulint termel6t, majd ezt a klont egy B-sejthianyos allat hastiregfolyadékaban
felszaporitjuk. Az igy kapott reagens tehat nem a vérb6l szarmazik (nem vérszérum), s csak egy klon ellenanyagat
tartalmazza, tehat monoklonalis®.

Szamtalan tapasztalaton alapuld altalanos szabaly, hogy csak olyan ellenanyaggal vagjunk bele
elektronmikroszképos jelolésbe, amelyet fénymikroszkopos szinten mar teszteltiink, és a jel6lés intenzitasa és

YAz epitopok, vagy mds néven antigén-determindnsok az antigén olyan — t6bbnyire néhdany aminosavbol allo — meghatdrozott szerkezetii
részletei, amelyek kizarélagosan jellemzik az adott antigént.
5 Tovabbi részleteket ¢és hatteret 1. az immunolégiai tankonyvekben.
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specificitasa egyarant megfeleld volt. A preciz kivitelezés ellenére azonban a siker ekkor sem garantalt, foleg, ha
a lokalizaland6 antigén (fehérje) fokozottan érzékeny az immunreakcidt megel6z6 minta-elokészito eljaras valamelyik
Iépésére.

Elvileg mind a poli-, mind pedig a monoklonalis ellenanyagok alkalmasak elektronmikroszkdpos immunjeldlésre.
A tapasztalat azonban azt bizonyitja, hogy a monoklonalis ellenanyagok alkalmazasi kore joval korlatozottabb.
Ennek magyarazata abban rejlik, hogy az immunglobulin az antigénnek csak egyetlen antigén determinansat ismeri
fel (1. feljebb). Amennyiben ennek hozzaférhetésége a minta-elokészités kovetkeztében gyengiil vagy megsziinik
(ajelenség neve antigénmaszkirozas), illetve az eljaras soran rejtve marad, akkor megtévesztd negativ eredményt
kapunk. Ez a magyarazata annak, hogy a monoklonalis ellenanyagokat altalaban csak az Ggynevezett beagyazas
el6tti (angolul: pre-embedding) immunjeldléshez hasznaljuk, ahol a minta-elékészités soran sokkal kisebb mértékben
all fenn az antigénmaszkirozas veszélye.

Elektron-optikai jelz6anyag

Annak érdekében, hogy az antigén (determinans)-antitest reakcio pontos morfologiai helyét ultrastrukturalis szinten
demonstralni tudjuk, a jel6lési eljaras soran elektronmikroszkoppal jol és egyértelmiien azonosithato jelet (markert)
kell az immunreakcié helyére beépiteniink. Egy jé vizualizaciés jelz6anyaggal szembeni kovetelmények a
kovetkezok:

1. szerkezete legyen stabil, ami jol birja a nagy energiaju elektronsugarzast;

2. intenziven szorja (ne eressze at) az elektronokat, hogy a képe ¢les kontiru, fekete folt formajaban latszodjon a
felvételeken, jol megkiilonbdztethetéen az intracellularis struktaraktol;

3. egyedi mérete lehetdleg sziik mérettartomanyba essen és Osszevethetd legyen a legkisebb sejten beliili
strukturakkal (pl. membranok, sejtvazfilamentumok atmérdje).

A legidealisabb immun-elektronmikroszkdpos marker a kolloidalis arany, amely a kezdeti probalkozéasok utan
mara mar minden mast hattérbe szoritott. Az aranykolloid redukcioval viszonylag egyszeriien el6allithato arany-
kloridbol. A kolloidrészecskék mérete az alkalmazott redukaldszer tipusatol €s a komponensek koncentraciojatol
fiigg. Eldallithatok olyan aranykolloidoldatok, amelyekben az aranyrészecskék atlagos atmérgje 2, 5, 12, 15, 18,

20, 24 vagy akar 150 nm (4.47. abra).
'l
X X
-

2 5 12 18 24 nm

1] o0 1500nem

4.47. abra. Aranykolloidoldatok: a kolloidszemcsék mérete €s az oldat szine dsszefiigg (a felsd sorban a
szemcseméret aranyosan valtozik, az also sorban a kiilonb6z6 méretii részecskéket — megfeleld hely hianyaban —
azonos méretben kellett abrazolnunk)

Az immuncitokémidban altalaban az 5-20 nm tartomanyba esd aranyszemcséket hasznaljak. Az 1 nm-es, vagy
annal kisebb, ugynevezett ,nanogold” részecskék alkalmazasa esetén a lokalizacié helyén megko6todo
aranyszemcséket az immunreakciot koveto eziistozéssel kell az elektronmikroszkopban lathaté méretiire ndvelni
(,,ezlsterdsités”, intenzifikacio: silver enhancement).

Az aranykolloidoldatban 1év6é aranyszemcsék tulajdonképpen olyan, aranyatomokbodl allé6 mikrokristalyok,
amelyeknek feliilete negativ t6ltéstobbletet hordoz, és hidrofob tulajdonsaggal is rendelkezik. Ezek a részecskék
—meghatérozott koriilmények kozott — a fehérjék szamos tipusaval viszonylag stabil, de nem kovalens kdlcsonhatast
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képesek kialakitani. Erre alkalmas fehérjék az immunglobinok, amelyek lehetnek IgM, IgA vagy IgG tipusﬁak6.
A reakcid soran kapott, aranyszemcsét hordozo ellenanyagot arannyal konjugalt (kapcsolt) ellenanyagnak
nevezzik (4.48. abra).

4.48. abra. 10 nm-es aranykolloiddal konjugalt ellenanyag aranyszemcséi nagy nagyitason: a mikrokristalyok
alakja valtozo, s a méretiik sem tokéletesen egyforma (tau fehérje immuncitokémiai kimutatasa
filamentumpreparatumban, negativ kontrasztositas)

Az elektronmikroszkdpos immunjel6lés hoskorszakaban az aranyszemcséket kozvetleniil az antigént felismerd
elsédleges (primer) ellenanyaghoz (altalaban IgG molekulahoz) kototték (konjugaltak), s igy egy 1épésben, direkt
modon juttattak a vizualizacios jelet az antigén-antitest reakcio6 kialakuldsanak helyére (4.49.A abra).

5 anticén B
D@ corébiehirik

>0  arannyal konjugalt elsddieges IgG

% arannyal konjugdlt masodlagos 1gG

>8e  biotinnal kanjugiit masodlagos IgG ®& @ @

. ._ aranimyal jekiit avidin £ artreptavidin

A XV C c ;.
ﬁm%; O Qe

4.49. abra. A direkt és indirekt jelolések dsszehasonlitasa: egy- (A), két- (B) és haromlépcsds (C) rendszer felépitése
vazlatosan: az antigén helye és az aranykolloid kozotti tavolsag a koztiik 16vé ,,emeletek” szamatdl és jellegétol
fiiggben eltérd (jelmagyarazat a bal fels6 sarokban)

Ez a modszer — szamos, itt nem részletezett hatranya miatt’ — mara mar szinte teljesen kiszorult a gyakorlatbol. A
direkt modszert felvaltotta az indirekt jelolés. Ennek lényege, hogy a vizualizaciot lehetévé tevd jel egy olyan
komplex része, amelynek egyik tagja specifikusan felismeri az antigén determinanshoz két6do elsédleges (primer)
ellenanyagot, igy az antigén helyét kozvetett médon jelzi.

® A kozottiik — akar méretben — mutatkozo kiilonbségeket 1. az immunoldgiai konyvekben.

szembeni affinitasat. Tovabbi hatrany a modszer magas ara, ugyanis igy annyiféle ellenanyagot kellene arannyal konjugalni, ahanyféle antigént
szeretnénk jelolni.
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Az indirekt jelolés legegyszertiibb esete az, amikor az antigént felismerd primer ellenanyaghoz specifikusan k6t6do,
masodik (szekunder) ellenanyag hordozza az aranyszemcsét. (5 nm-es atméro felett egy aranyszemcse tobb IgG
molekulat is képes megkotni, megndvelve ezzel a komplex kialakulasanak, igy a jelolés sikerének a valoszintiségét,
4.49 B abra). Ez az ugynevezett kétlépcsés rendszer.

Az elsédeges ellenanyagot felismeré masodlagos ellenanyagra biotin is kapcsolhato. A biotinhoz viszont nagy
specificitassal és intenzitassal kotddik az avidin (sztreptavidin), igy ebben az esetben egy harmadik szint is
kiépithetd. A haromlépesés rendszerben a mikroszkopban lathato aranyjeldlést az avidin hordozza (4.49.C abra).

Mara mar egész iparag szervezédott arra, hogy az indirekt jelolésben hasznalt konjugdatumokat (arannyal konjugalt
masodlagos ellenanyagok: protein A-gold, sztreptavidin-gold, biotinalt masodlagos ellenanyagok stb.) eléallitsak
és forgalmazzak.

Az immunjelolés két médja

A szdvet- és sejtmintak immun-elektronmikroszkopos vizsgalatokra torténd el6készitése soran elsésorban azt kell
mérlegelniink, hogy a lokalizalni kivant antigének hol, a sejt melyik kompartimentumaban helyezkednek el.

Bizonyos esetektdl eltekintve, altalanosithaté az a megkozelités, hogy a sejtfelszinen talalhatd molekulak
azonositasara a sejtszuszpenzidban 1évé vagy letapadt sejteken végzett beagyazas elotti (angol nevén: pre-
embedding), mig a szovetmintaban vagy a sejten beliil, intracellularisan eléforduld antigének kimutatasara az
ultravékony metszeteken végzett, beagyazas utani (angolul post-embedding) eljaras a legalkalmasabb.

A kétféle metodus a minta-elokészités tobb 1épésében jelentdsen eltér, de az immunjel6lt mintak tanulmanyozasa
mindkét esetben ultravékony metszeteken transzmisszios elektronmikroszkdppal torténik.

Minta-el6készités és a beagyazas el6tti immunjelolés

A modszer nagy elonye, hogy miutan az antigének immunlokalizaciéja megel6zi a teljes elektronmikroszképos
minta-el6készitési eljarast, elvileg nem kell szamolnunk a kémiai fixalasbol, az ozmifikalasbol, a dehidralasbol,
a mugyantaval torténd atitatasbol (bedgyazasbol) és a magas homérsékleten zajlé miigyanta-polimerizaciobol
adodo antigénroncsold és epitopmaszkirozd hatasokkal. Tovabbi elény, hogy az immunjeldlés utdn a mintakat
erdteljesen fixalva (példaul 2,5%-os glutaraldehiddel) a morfologiat a legjobban megdrzd beagyazasi eljardsnak
vethetjiik ala.

Sejtfelszini molekulak (pl. receptorok) lokalizacidjarol 1évén szo, eléfordulhat azonban, hogy az elsédleges
ellenanyag keresztkotéseket hoz 1étre az antigének kozott, ami azok dsszecsapzodasat, sot, endocitodzissal torténd
felvételét (internalizacidjat) valthatja ki. Ez hamis irdnyba terelné a molekula nativ eloszlasar6l alkotott
elképzelésiinket (miitermék). Ezt elkeriilendd nagyon enyhe eldfixalast alkalmazunk (2% formaldehid, 0,1%
glutaraldehid, fixalasi id6 10 perc) és az immunreakciot 4 °C-on végezziik.

Intracelluldris antigének pre-embedding lokalizaciojara csak akkor van lehet6ség, ha a sejt membranjat az eljaras
Tween-20, szaponin) alkalmazasaval, vagy jéghideg metanollal val6 fixalas révén. Egyik esetben azonban az
antigének migracioja, a masik esetben pedig éppen a fixalas eredményezhet a valosagtol eltérd, megtévesztd
lokalizacids mintazatot.

A pre-embedding eljarast sejten beliili antigén kimutatasakor is lehet hasznalni, ha a fentiekhez hasonloan biztositjuk

crer

tonkreteszi az antigént, azaz beagyazds utan az nem jelolheto. Az eljaras menete roviden a kovetkezo. perfiizios

fixalas utdan az adott szervbol vibratommal metszeteket készitiink, majd ezen pre-embedding immunjelolést végziink.

Az immunkomplexet olyan reakcioval tessziik lathatova, amelynek csapadékat elektronmikroszkopban is
detektalhatjuk. A masodlagos ellenanyaghoz kotétt torma-peroxidaz enzim hatasara a diamino-benzidinbol (DAB)
ilyen csapadék keletkezik. A barnasfekete, oldhatatlan és elektronszoro reakciotermék fénymikroszkopban is lathato,
az eredmény kiértékelese utan pedig a metszet adott részletét beagyazhatjuk, majd a csapadék lokalizaciojat
ultravékony metszeteken is megvizsgalhatjuk.
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A beagyazas utani immunjelolés

Az el6z6 modszertdl valo alapvetd eltérés tehat az, hogy az antigén lokalizaciojat célzo immuncitokémiai reakciot,
azaz az antigén determinansok helyének specifikus megjeldlését olyan mintakbol késziilt ultravékony metszeteken
kell elvégezniink, amelyek mar atestek az elektronmikroszkopos minta-elokészités valamennyi fazisan. Ahogy azt
korabban emlitettiik, a jelolés sikere alapvetéen a minta-el6készités mikéntjén mulik. Eppen ebbdl adodik az az
elsodleges kovetelmény, hogy mar a biolodgiai minta elektronmikroszkopos vizsgalatok céljara torténd preparalasanak
megkezdésekor donteniink kell arrol, hogy a késébbiekben végziink-e rajta immunjel6lést, vagy nem.

Ennek megfeleléen a fixalastol a viztelenitésen at a beagyazoszer polimerizacidjaig olyan eljarasokat kell
kidolgoznunk és alkalmaznunk, amelyek révén — a sikeres immunjel6lés érdekében — a lehetd legjobb feltételeket
biztositjuk az antigenicitas maximalis megorzéséhez ugy, hogy kdzben ne szenvedjen jelentds valtozast a mintank
finomszerkezete sem (1. a mikrotechnikai eljarasok célja).

A legmegfelelébb preparativ technika megvalasztasahoz el6zetesen tajékozodnunk kell arrél, hogy milyen jellegii
(szerkezetii) mintaban ¢és varhatoan milyen érzékenységii antigént kivanunk kimutatni. Mas elokészit6 eljarast
igényel ugyanis pl. egy proteazrezisztens €s nagymértékben oldhatatlan fehérjeaggregatum komponenseinek
kimutatasa patologias agyszovetbol, mint egy szolubilis fehérje lokalizacidja a citoplazmaban.

A megfeleld modszer kivalasztasahoz elengedhetetlenek a sajat megfigyeléseink és tapasztalataink, de munkankat
nagymeértékben segiti az immunhisztokémiai és immuncitokémiai vegyszerek gyartisara és forgalmazasara
szakosodott cégek rendkiviil széles és kivalo mindségii kindlata. Korlatot csak az anyagi lehetéségeink jelenthetnek,
de minden esetben érdemes mérlegelni, hogy hosszu honapok kisérletes munkdja veszhet karba nem megfelelé
tisztasagu és mindseégii reagensek haszndlata miatt.

A beagyazas utani jelolések akkor lehetnek sikeresek, ha biztositjuk, hogy az elsédleges ellenanyag ,,megtalalja”
az antigénje epitopjait a metszeten. Egyszerti a helyzet akkor, ha az antigén megfelel6 része éppen a metszet
felszinén van. Ez azonban a legjobb esetben is csak részben teljesiil; az epitopok tobbsége rejtve marad a felszin
alatt. Hozzaférhetdségiiket antigénfeltarassal probaljuk fokozni, azaz a metszet felszinét olyan oldattal kezeljiik,
ami a beagyazoszert legalabb részlegesen kioldja. Ez az eljaras az ugynevezett maratas (angolul: etching, 4.50.
abra). Leggyakrabban hidrogén-peroxidot vagy natrium-etoxidot (natrium-hidroxiddal telitett etanol) hasznalunk
erre a célra.

X

marato sZer marato ser

4.50. abra. Az antigének a metszet teljes vastagsagaban el6fordulnak, nem csak a felszinén. Hozzaférhetdségiiket
maratassal biztositjuk: a metszet felszinén a metszéskor kialakulo egyenetlenségeket (A) a beagyazoszer kioldasaval
meélyitjiik, hogy a felszin alatti antigének is hozzaférhetékké valjanak (B) (az antigéneket kék csillagok jelzik)

Az eljaras fo lépései

A beagyazas utani, kétlépcsds elektronmikroszkopos immunjeldlés 1ényegét az alabbiakban foglaljuk 6ssze (az
eljaras Iépésenkénti technikai leirasat a fiiggelék tartalmazza):

1. A megfeleld modon eldkészitett blokkbol 80—100 nm vastagsagu ultravékony metszeteket készitiink, s ezeket
nikkelrostélyra vissziik fel (4.51.A abra).

2. A griden 1év6 metszeteket maratasnak vetjiik ald annak érdekében, hogy a felszini epitopokat feltarjuk (4.51.B
abra).
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7.

. A felszint blokkoljuk (,,befedjiik” a blokkold részecskéivel, 4.51.C abra), majd
. a metszeteket az els6dleges (primer) ellenanyaggal inkubaljuk. Az immunglobulinok a blokkolomolekulakat

leszoritjak onnan, ahova nagyobb affinitassal kotédnek, mint azok (4.51.D abra).

Itt érheto tetten a blokkolds jelentésége: a blokkolasra hasznalt részecskék csokkentik az ellenanyag nem
specifikus (un. aspecifikus) kétédésének mértékeét, mert kompeticiot (versenyhelyzetet) teremtenek a kotéhelyekért.

. Megfelel6 id6 mulva a primer ellenanyagot tartalmazé oldatot lecseréljiik, a metszetekhez specifikusan nem

kotédott ellenanyag-molekulakat pedig tobbszor valtott mosofolyadékkal eltavolitjuk (6blités, 4.51.E abra).

. A tovabbiakban a metszeteket aranykolloiddal konjugalt masodlagos ellenanyaggal inkubaljuk, ami specifikus

immunkomplexet képez az elsédleges immunglobulinnal (4.51.F abra).
Végiil a metszeteket ismét mossuk, majd a rostélyt megszaritjuk (4.51.G abra).

Megjegyezziik, hogy a specifikus kotddés érdekében a 4. pontban emlitett versenyhelyzetet az eljaras soran
mindvégig fenntartjuk ugy, hogy az elsédleges és a masodlagos ellenanyagot is a blokkolasra (is) hasznalt oldatban
higitjuk.
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4.51. abra. A beagyazas utani kétlépcsés immuncitokémiai jelolés legfontosabb 1épései (a rostélyok a cseppek
tetején a metszethordo felsziniikkel lefelé nyugszanak!) (a részletes leirast 1. a szovegben)

A harom lépcsés eljaras 1ényege ugyanez, azzal a kiilonbséggel, hogy ott a masodik ellenanyag és a lathatosagot
biztositd aranyszemcse kozott egy biotin-avidin kotést hozunk 1étre. A biotint a masodik ellenanyag hordozza,
az arannyal jelolt avidint (vagy a hozza nagyon hasonlo térszerkezetii sztreptavidint) harmadik ,,emeletként” adjuk
a rendszerhez (4.52. abra). Az avidin/sztreptavidin helyett ma mar arannyal-konjugalt anti-biotin ellenanyagot
is hasznalhatunk.
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4.52. abra. A beagyazas utani haromlépcsés immunjeldlés legfontosabb 1épései (a mosasi 1épéseket nem abrazoltuk!)
(a részleteket 1. a szovegben)

Ahogy a fenti abrakon lathato, a metszeteket az inkubaldoldatokkal és mosofolyadékokkal ugy kezeljiik, hogy a
metszeteket hordozo rostélyt mikrocsipesszel egy-egy csepp felszinére helyezziik: a metszetet hordozo felsziniikkel
lefelé. Arra, hogy a kiilonb6z6 Osszetételii cseppeket egymas mellé helyezziik, egy paraﬁlmmel8 bevont Elisa-
lemez (plate) a legalkalmasabb. A lemez lyukainak megfelelden a parafilmbe kis mélyedéseket készitiink, amelyekbe
50-50 pl-nyi oldatot cseppentiink (4.53. abra).

A munkafolyamat egésze soran tigyelni kell arra, hogy a szomszédos cseppek ne érintkezzenek, mivel ez hamis
eredményre vezethet!

8 A parafilm egy nyujthato, rugalmas, attetsz6 folia.
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4.53. abra. Mikrorostélyok az Elisa-lemezen elhelyezett cseppek felszinén

Az alabbiakban a post-embedding immunjel6lési célra torténd minta-elokészités altalanos szabalyait irjuk le.
Rogzités és beagyazas

Alapvetd szempont az antigén determinansok hozzaférhetdségének és természetes (nativ) térbeli szerkezetének a
megorzése. Ezért kémiai fixalas alkalmazasa esetén torekedniink kell arra, hogy a lehet6 legenyhébb (Iehetdleg
reverzibilis) kovalens moddositassal érjilk el a kivant hatast. A korabban leirt fixaloszerek koziil ennek a
kovetelménynek a formaldehid felel meg leginkabb. Szép ultrastrukturalis megtartas mellett a legtobb fehérje-
antigén immunlokalizacidja esetében megfeleld jel6lési intenzitast lehet elérni a Karnovsky-fixalo csokkentett
koncentraciéju glutaraldehidet tartalmazo valtozataival, amelybe igen gyakran pikrinsavat is tesznek. (A sajat
gyakorlatunkban nagyon jol bevalt rogzitékeverék dsszetételét 1. a Fliggelékben).

Az ozmium-tetroxid epitop-maszkirozo hatasa rendkiviil erés. Koncentraciojat csokkenthetjiik 0,2 %-ig, ekkor
azonban mar szamolnunk kell a membranok gyengébb ,megtartasaval” és kontrasztjaval. Erzékeny antigének
esetén teljes elhagyasa javasolt.

A rogzités, a viztelenités és a beagyazasra felhasznalt miigyanta tulajdonsagai nagyon meghatarozé és szorosan
osszefiiggd tényezoként befolyasoljak mind az immunreakcid sikerét, mind pedig a bioldgiai minta
finomszerkezetének meg6rzését. Egy-egy paraméter megvaltoztatasa az elokészitd eljaras tobb pontjan is valtoztatast
igényel(het). Az antigenicitds megdovasa szempontjabol elényos eljarasok — példaul az enyhe kémiai fixalas és az
ozmifikalas elhagyasa — sokkal érzékenyebbé teszik a szovetet a dehidralas és beagyazas soran fellépd extrakcios
(kioldodasi) és denaturacios (kicsapodasi) hatasokra.

Ezen problémak elkeriilésének egyik lehetséges (és igen hatékony) mddja, ha — a fixalastdl a viztelenitésen at a
miigyantaba torténd bedgyazasig — az egész minta-elékészitési protokoll alacsony hémérsékleten zajlik. A
transzmisszios elektronmikroszkdpidban altalanosan elterjedt epoxigyantdk azonban nagyon korlatozottan
alkalmazhatok ilyen koriilmények kdzott. Olyan miigyantak kifejlesztésére volt sziikség tehat, amelyek alacsony
hémérsékleten (akar -20 °C) is jol atitatjak a bedgyazando mintat, és polimerizacidjukhoz (megszilardulasukhoz)
nincs sziikség magas homérsékletre, az kivalthato UV megvilagitassal is. A korszerti akriltipusi miigyantak
megfelelnek ezeknek a kdvetelményeknek. Koziilikk leginkabb elterjedtté az LR White hasznalata valt.

Azultravékony metszetek felszinén zajlé post-embedding immuncitokémiai jelolés eredményessége szempontjabol
kiilonosen elényds ezen migyantak (enyhe) hidrofil tulajdonsaga. Amellett ugyanis, hogy a beagyazas soran
elkeriilhet6 a mintak 100%-os viztelenitése, és ezzel csokkenthetd az antigének karosodasa, illetve az extrakcio,
a metszetek részleges rehidralasaval jelentGsen fokozni lehet az antigén—antitest reakcid intenzitasat is.

Mindezek utan érthetd, hogy mind az ultrastruktira, mind pedig az antigenicitds megdrzését szem eldtt tarto,
nagyon kiméletes minta-elokészitési eljaras az alacsony homérsékleten végzett fixalas és beagyazas (angolul:
cryo-fixation, freeze substitution), amelynek 1ényege a kovetkezd.

Az alacsony homérsékleten végzett fixalasi eljarasok kozé tartozik a magas nyomasu fagyasztas (high-pressure
freezing), amelyrél korabbiakban mar emlitést tettink (l. Minta-el6készités rutin TEM vizsgalatokra,
Anyagpreparalas, rogzités c. fejezet). Ez specialis és igen draga berendezést igényel. Ennek hianyaban a rogzitéshez
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a fent emlitett rogzitokeveréket hasznalhatjuk (pontos dsszetételét 1. Fiiggelék). A mintat alacsony hdmérsékletre
helyezése el6tt cukoroldattal atitatjuk (krioprotekci(')g), majd folyékony nitrogénben lefagyasztjuk (-190 °C).
Hidrofil beagyazoszer (LR White) esetében a szovetet csak részlegesen kell dehidralni, ezért azt tdmény alkoholba
helyezziik, s -70 °C-ra tessziik. Ezt koveti a szervdarabka folyékony beagyazdszerrel valo atitatasa és beagyazasa,
mégpedig alacsony homérsékleten (-20 °C). Ilyen koriilmények kozott a beagyazoszer polimerizaciojat UV
megvilagitassal biztosithatjuk. Ezen eljaras soran nincsen sziikség ozmiumos utofixalasra és blokk-kontrasztozasra,
nehézfémsokkal csak a blokkbol készitett ultravékony metszeteket kezeljiik. Egy ilyen eljarassal készitett mintat
lathatunk a 4.54. abran.

4.54. abra. Immunarany jel6lés multivezikularis test membranjan (alacsony hémérsékleti fixalas és beagyazas,
LR White bedgyazas, mannoz-6 foszfat kimutatas)

Metszés

A beagyazas utani immunjelolés egész folyamata a metszetet hordozo rostélyra (grid) felvett ultravékony metszetek
felszinén zajlik, ezért a metszetek mindsége kritikus szempont. A kivant minéségli metszet elkészitésének
nélkiilozhetetlen eszkdze a hibatlan és tiszta kés, ami késziilhet tivegbdl is, de a megfeleléen gondozott gyémantkés
nagysagrendekkel tartosabb, és nagyobb feliillet egyenletes vastagsdgu metszésére alkalmas. A viszonylag
hosszadalmas és tobb inkubacids 1€pésbdl alld post-embedding jeldléshez (1. 4.51. és 4.52. dbra) a hagyomanyos
elektronmikroszkopos vizsgalatra késziilt, 50-60 nm-nél vastagabb, 80—100 nm-es metszetekre van sziikség (4.28.
abra).

Az igazan j6é metszet felszine ugy néz ki, mint egy finoman faragott dombormi, aminek a legmagasabb és
legalacsonyabb pontja kdzott 10—-15 nm szintkiilonbség van (4.50. abra). Miutan sem a primer, sem az arannyal
konjugalt masodlagos ellenanyagok nem tudnak a polimerizalt mligyantaval atitatott metszet belsejébe hatolni
(penetralni), ezért az antigén—antitest reakcié csak erre a rétegre koncentralédik. Ebbdl adodik, hogy az
antigéneknek csak azokat a determinansait tudjuk megjeldlni, amelyek ebbe a dombormiivi felszinbe belekeriiltek.
A tobbiek rejtve maradnak az antitestek szamara. (A korabban leirtak mellett ez az alapvetd magyarazata annak,
hogy post-embedding jel6lés soran a monospecifikus — az antigénnek csak egyetlenféle epitopjat felismerd —
monoklonalis antiszérumok alkalmazasa altalaban miért jar szerény eredménnyel.)

Kiilonbozé maratasi technikakkal (etching) a domdormiivi felszin mélyitheto (4.50. abra), sét a miigyanta teljesen
ki is oldhato a metszetbdl, de ezek az eljardasok t6bbnyire a minta jelentds morfologiai karosodasaval, és esetenként

crer

A jol kivitelezett eljaras végén a mikroszkopban lathato képen a jelolés egyértelmtl, a hattér (aspecifikus jel) szintje
alacsony, az aranyszemcsék jelenléte a jelolt struktirdhoz kothetd, mikdzben a sejt ultrastrukturaja j6 megtartasu
¢s a kontraszt is megfeleld ahhoz, hogy a sejtalkotokat azonosithassuk (4.55., 4.56. dbra).

% A cukor akadalyozza a jégkristalyok kialakulasat.
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4.55. abra. Glialis filamentumokat képz0 savas fehérje (GFAP) kimutatasa glia (asztrocita) sejtben. Az
aranyszemcsék egyértelmiien a kotegeket képezd, vékony vonalakként megjelend intermedier filamentumokat
jelolik, a szabad citoszolikus teriiletrél hianyoznak.

lr..__ - * = 3 e

4.56. abra. Zimogén granulumok egyik specifikus fehérjéjének (tripszinogén) kimutatasa immunjel6léssel
(hasnyalmirigysejt). Az aranyszemcsék zome a sotétsziirke arnyalati granulumokban csoportosul, de néhany
szemcse a citoplazmaban is felbukkan (hattér)
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Kettés immunjeldlés elektronmikroszképos szinten

Ahogy korabban emlitettiik, a fénymikroszkopos immunhisztokémiai fejezetben leirt kettds jelolés alkalmazasat
ultrastrukturalis szinten a kolloidalis aranynak mint elektronoptikai jelzanyagnak a bevezetése és elterjedése tette
lehetévé. A Kkiilonbozé méretii kolloidalis aranyszemcsékkel konjugalt ellenanyagok rendkiviil valtozatos
palettajanak koszonhetéen ma mar a siker reményével vaghatunk bele két kiilonbozo fehérje (antigén) parhuzamos
immuncitokémiai lokalizaciojaba, egymashoz viszonyitott szubcellularis eloszlasi mintazatuk felderitésébe.

Mivel a ketts jelolést ma mar szinte kizarolag indirekt modszerrel végezziik, ezért az immunreakcié megkezdése

el6tt el kell donteniink, hogy milyen méretii aranyszemcse jelzi majd az egyik és milyen a masik antigént. Nagyon

fontos, hogy ezek az -elektronmikroszkopban egyértelmien megkiilonboztethetok legyenek egymastol.

Tapasztalataink szerint a legjobb parositas a 10 és 20 nm-es aranyszemcsék alkalmazéasa (4.57. és 4.58. abra).
. BT L po e T x T T o "

4.57. abra. Kett6s jeldlés immun-arany modszerrel hasnyalmirigysejtek zimogén frakciojan: az egyik antigént (a
tripszinogént) 20 nm-es, a masikat (az ubikvitint) 10 nm-es arany jeloli. A kolloidszemcsék k6zotti méretkiilonbség
jol latszik a B abran, ami az A abra kinagyitott, bekeretezett részlete
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4.58. abra. Kettos jelolés immun-arany modszerrel egéragybol készitett frakcion: a 10 nm-es arany a prion fehérje,
a 20 nm-es aranyszemcsék pedig a manndz-6-foszfat receptorok jelenlétét jelzik (a kisérlet eredménye szerint a
prion fehérje bekeriil a kés6éi endoszomakba)

A megkiilonboztethetdség alapvetd feltétele tovabba az is, hogy a két kiilonboz6 antigén specifikus felismerésére
két kiilonb6z6 allatfajbol nyert primer ellenanyagot hasznaljunk (példaul egér és nytl), és a két kiillonb6zo
méretii aranyszemcsével konjugalt masodlagos ellenanyag koziil az egyik kizarolag az egyik fajra, a masik
pedig a masikra legyen specifikus (tehat pl. az anti-egér 10 nm arannyal, az anti-nyal 20 nm-es arannyal kapcsolt
masodlagos antitest legyen).

Fehérjepreparatum immunarany jelolése

Az elektronmikroszkop felbontasa lehetdvé teszi azt, hogy ne csak szovetekbdl és sejtekbol késziilt mintakon
végezhessiink immunjeldlést, hanem makromolekularis szinten, fehérje-preparatumokon is. Természetesen ennek
csak akkor van értelme, ha a vizsgalandé molekula (fehérje) negativ festés (negativ kontrasztositas) utan
elektronmikroszkopban felismerhetd. Diagnosztikai szempontbol is érdekes lehet példaul a konformacios
neurodegenerativ betegségekre jellemzd, fibrillumképzddésre €s aggregaciora hajlamos fehérjék immuncitokémiai
beazonositasa agyszovet homogenatumbol késziilt fehérje-preparatumokban (4.59. abra). A jeldlést hartyas rostélyra
cseppentett és beszaritott preparatumon végezziik.

A reakcid a beagyazas utani immunjeldléshez hasonléan (csak annal sokkal rovidebb ideig), 50 pl-es cseppek
felszinén zajlik, amelyek tartalmazzak a primer, illetve az arannyal konjugalt masodlagos ecllenanyagot. Az
immunjeldlés utan uranil-acetattal végezziik a negativ kontrasztositast (4.60. abra).
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4.59. abra. Tau-fehérje kimutatasa fény- (A) és elektronmikroszkopos szinten (B, C). Az immunhisztokémiai
madszerrel jel6l6do, jellegzetes alaku folt (fekete nyil, A) elektronmikroszkopos képén lathato, hogy az —
immunarany médszerrel is jel6l6d6 — olyan filamentumok kotege (B), amelyek csavart, helikalis szerkezetet

mutatnak (C, izolalt filamentumok, negativ kontrasztositas)

T * L an iy e
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4.60. abra. Idegszovetbdl izolalt Tau filamentumok azonositasa anti-Tau monoklonalis ellenanyaggal (A) és a
filamentumok ubikvitinnel valé jeloltségének kimutatasa anti-ubikvitin szérummal (B) (Alzheimer-koér, negativ
kontrasztositas)

Immunjelolés atagyazott metszeten

Megfeleld, ultrastrukturalis szinten is j6 megtartast biztositd rogzités utan lehetdségiink van arra is, hogy egy
fénymikroszkopos beagyazason atesett metszeten a szamunkra érdekes teriiletet elektronmikroszkoppal is
megvizsgaljuk. Ehhez — a két minta-elokészitd eljaras kozotti alapvetd kiilonbségek ismeretében — az kell, hogy
a metszetet atagyazzuk, azaz a fénymikroszkopos bedgyazodszert lecseréljiik miigyantara. Amennyiben az egész
eljaras kiméletes volt, elektronmikroszkopos immunjeloléssel is probalkozhatunk.

crer

festéssel (4.61.A—B abra), egy parhuzamos metszeten adott fehérje kimutatdsara immunhisztokémiai jel6lést
végezhetiink (4.61.C abra), majd a legérdekesebb teriileteket kijelolve (4.61.B abra) azokat atagyazhatjuk és
ultrastrukturalis szinten is megvizsgalhatjuk (4.61.D abra). Kiméletes mintakezelés és kevéssé érzékeny antigén
mellett az immuncitokémiai jelolést is elvégezhetjiik (4.61.E abra), amely szépen kiegésziti és ultrastrukturalis
szinten megerdsiti az immunhisztokémiai eredményt (4.61.C abra).

4.61. abra. Komplex vizsgalat fény- ¢s elektronmikroszkopos metszeteken: prionprotein-felhalmozodas kimutatasa
a neokortexben. Kontroll (A) és transzgén modell (B) allat agykérgének fénymikroszkdpos, hematoxilin-eozinnal
festett metszetei; a fénymikroszkopos immunhisztokémiai vizsgalatok eredménye szerint immunpozitiv
fehérjeaggregatumok (prionplakkok, C); a hematoxilin-eozinnal festett metszeten kivalasztott aggregatum
elektronmikroszkopos képe két gliasejttel (D) és a plakkot alkoté fibrillumok prion fehérje tartalmanak igazolasa
ultrastrukturalis szinten immunarany jeloléssel (E)
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Az immuncitokémiai jelolés kontrolljai

Mivel a jelolések tobblépéses, dsszetett munkafolyamatok, az eljaras soran viszonylag kdnnyen eléfordulhatnak
hibak (1. kovetkezo fejezet). Ezenkiviil az ellenanyagok specificitasa €s a jel6lés megbizhatdsaga is felvethetnek
kétségeket. Az eredmények megbizhato kiértékeléséhez és kozléséhez tehat megfeleld kontrollkisérleteket kell
tervezniink.

A legegyszertibb kontroll az, ha az egyik parhuzamos mintdhoz nem adunk elsddleges antiszérumot vagy
ellenanyagot. Ezt belsé kontrollnak tekinthetjiik, s azt vizsgaljuk vele, hogy a masodlagos ellenanyag direkt
modon, nem specifikusan kotddik-e a metszet vagy preparatum valamelyik komponenséhez. Ha igen, akkor ez az
els6dleges ellenanyaggal tortént jel6lés mintazataban téves tobbletpozitivitasként jelentkezik. Ez a jelolés hattere.

A haromlépcsos jeldlés esetében kihagyhato a biotinnal konjugalt masodlagos ellenanyag (masodik 1épcsd) is.
Ebben az esetben az avidin/sztreptavidin nem kotddhet a metszethez, igy aranyjeldlést sem lathatunk. Ezzel
teszteljiik tovabba azt is, hogy endogén biotin van-e a vizsgalt mintaban.

Tovabbi (szigorubb) kontrollt jelent az, ha a negativ kontrollnak kivalasztott mintat in. nem immun szérummal
kezeljiik. Ez a szérum a parhuzamos metszeteken alkalmazott elsddleges antiszérumtdl csak abban kiilonbdzik,
hogy hianyoznak bel6le az immunizalas soran megjelend és felszaporodé immunglobulinok, azaz az antigént
specifikusan felismerd antitestek. Ilyen kontrollt csak akkor tervezhetiink, ha rendelkeziink a megfeleld allatbol
szarmaz6 immunizalas el6tti (non-immune) szérummal, illetve csak akkor végezziink, ha magat a jeldlést poliklonalis
antiszérummal (és nem monoklonalis antitesttel) végezziik. Ez az eljaras azt mutathatja meg, hogy az elsédleges
antiszérumban van-e olyan immunglobulin, amely a metszeten nem a kivant antigénhez kapcsolodik specifikusan.

Végiil megjegyezziik, hogy az atgondolt kontrollok mellett is kaphatunk egy adott szintti hattér jelolést (1. 4.56.
€s 4.57. dbra). Azt, hogy ez milyen szintig fogadhato el, a tapasztalat segit eldonteni. Ha kétségeink vannak, akkor
az eredményt morfometriai modszerekkel (1. 6. fejezet) kell kiértékelni, azaz meg kell bizonyosodni arrél, hogy a
specifikus jelnek tekintett aranyszemcsék eloszlasi mintazata és szama szignifikdnsan eltér a hatteret ado,
aspecifikusnak tekintett jeltol.

Gyakori hibak és azok kikiiszobolése

Ebben a fejezetben réviden dsszefoglaljuk az immunarany jelolés soran elGfordulo leggyakoribb hibdkat és
lehetséges okaikat, valamint megoldasukat.

Az elsd kategoriaba azok a hibak tartoznak, amelyek a kisérletet végzd személyéhez kithetok.

1. A mintdk (gridek) kezelése sordn elofordul, hogy azok felcserélédnek. Ezt viszonylag konnyii észrevenni akkor,
amikor az egyik, negativ kontroll mintan (elsédleges ellenanyag nélkiil) nem vdrt eredményt, azaz jelolest
kapunk, a vele parhuzamos egyik mintan pedig nem kapunk jelélést. Ilyenkor valosziniileg ket gridet, vagy a
megfeleld két oldatot felcseréltiik.

2. Nem vart negativ eredményt adhat az is, ha a megfelelé masodlagos ellenanyag helyett egy mdsik fajbol
szdarmazot hasznaltunk. Amikor az elsddleges ellenanyag nyulban termeltetett antiszérum, akkor a masodlagos
ellenanyag anti-nyul IgG kell legyen. Ha véletleniil anti-egér ellenanyagot hasznaltunk, akkor nem varhatunk
Jjelolest.

3. Hibaforras lehet az is, ha nem a megfeleld mintat vittiik végig az eljardason, pl. az eleve nem is tartalmazhatja
a kimutatni kivant fehérjét.

4. Vegiil, de nem utolsésorban figyelniink kell arra, hogy a metszeteket a megfeleld nagyitison vizsgaljuk. Az 5
nm-es aranyszemcsék nyilvanvaloan csak nagyobb nagyitason vehetok észre, mint a 20 nm-es kristalyok. A
felismerhetiséget az is befolydsolhatja, hogy az aranyszemcse milyen drnyalatii részleten van (egy sotét hatter
megnehezitheti az azonositast).

A mdsodik kategoria azon problémdkat foglalja Ossze, amikor nincsen jel, azaz a metszeteken nincsenek
aranyszemcsék.

1. Egyik lehetéséghkeént a jelenség hatterében az antigén hianya dllhat. Errol kénnyen meggyozddhetiink, ha az
elektronmikroszkopos szintii jelolés elott fenymikroszkopos szintii immunhisztokemiai jelolést is tudunk végezni.
A fénymikroszkopos minta elokészitése soran ugyanis (tobbnyire) mas fixalast és beagyazast hasznalunk, s ha
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ezek mellett az antigén kimutathato (azaz az antigenicitasa megmarad), akkor ez az antigén az
elektronmikroszkopos metszetekben, azok felszinen is ott kell legyen. A negativ eredmény forrdasa a helytelen
minta-elékészités lehet, amely sordan az antigenicitas jelentosen gyengiil vagy elvész, az antigén maszkirozodik.
Ahogy emlitettiik, ebbol a szempontbdl a ket leghkritikusabb lépés a minta régzitése és bedgyazdsa.

. Antigénmaszkirozo hatds felléphet a metszés soran is. Amikor a metszetek készitéséhez régi, erdsen igénybe

vett gyemantkést hasznalunk, annak éle metszés kozben elken(het)i a beagyazoszert, amely igy letakarja a
biologiai minta felszinét. Ezen a felszin feltarasaval, maratasaval segithetiink. Ezt a kezelést azonban csak
ovatosan alkalmazzuk, mert — ahogy azt korabban mar emlitettiik — az az epitopok tonkretételével, illetve az
antigén metszeten beliili elmozdulasaval jarhat! (Az irodalomban olyan kozlésekkel is talalkozunk, amelyek
szerint olykor a metszéssikon kell allitani ahhoz, hogy az epitopok megfelelé mértékben hozzdaférhetéve valjanak.)

A harmadik kategoria az antiszérumokkal és azok haszndlatdaval kapcsolatos problémadkat foglalja magaba.

1.

Negativ eredmény esetén felvetodik a gyanu, hogy a grideknek nem a megfelelo oldala érintkezett az
inkubadlooldatokkal, azaz a rostélyokat forditva helyeztiik a cseppekre (1. pl. 4.52 . abra). Ez a hiba elkeriilhetd,
ha a grideket alaposan szemiigyre vessziik, amikor a gridtarto dobozbdl kivessziik dket. Elofordulhat ugyanis,
hogy a metszés utan forditva, nem a szokdsos orientdacioban keriilnek a megfelel lyukba. Ilyenkor a megfelelé
mintat vessziik ugyan eld, de a megszokott mozdulattal nem a metszethordo felszint forditjuk az elsé cseppre.
Fontos az is, hogy a helyes orientdcio meghatdrozdsa utan a rostélyt ne forditsuk meg az egyes oldatcserék
alkalmaval.

. Helyes rostélyorientacio mellett is el6fordulhat, hogy az inkubalooldatok cseppjeiben buborék marad, s mivel

ez a csepp legmagasabb pontjara uszik fel, megakadalyozza a metszet és az inkubalooldat érintkezését.

. Figyeljiink arra, hogy az elsédleges ellenanyagot tartalmazo csepprol a rostélyt ne helyezziik kiozvetleniil a

masodlagos ellenanyagot tartalmazo cseppre, mert ilyenkor az elobbi oldatabol atvitt (feleslegben [évad)
antitestmolekulak megkétik, elvonjak (,, kititraljak ) a masodlagos immunglobulin molekuldkat a metszet felszinén
specifikusan k6tédaé elsédleges antitestmolekulaktol (utobbiak joval kevesebben vannak).

. Jelolés hianya esetén gydzodjiink meg arrol, hogy az alkalmazott elsédleges antiszérum és a masodlagos

ellenanyag egyaltalan reagdlnak-e egymdssallo. Ha igen, akkor lehetséges, hogy az ellenanyagok higitisa
nem volt megfelelo. llyenkor elozetes kisérletekben meg kell hatarozni azokat a koncentracioértékeket, amelyeknél
a jelolés a legkisebb hattérrel a legintenzivebb.

. Vegiil elofordulhat, hogy az arannyal konjugalt ellenanyag tul régi: ilyenkor az aranykolloid kristalyok

levalhatnak az immunglobulinokrol. A metszeteken tehat végbemegy az immunreakcio, a masodlagos ellenanyag

felismeri az elsédleges antitesteket, am jelet mégsem latunk, hiszen a levalt aranyszemcséket a kévetkezo oblités
soran lemostuk. Tandcs: a meghigitott, arannyal konjugalt ellenanyagot haszndalat eltt mikrocentrifugan le
kell centrifugalni. Amennyiben az Eppendorf-csé aljan nagyobb mennyiségii, az aranykolloid méretének megfelelé
szinti csapadék latszik, akkor ne haszndljuk az ellenanyagot, vegyiink ujat!

Az utolso kategoriaba a pufferrendszer altal okozott hibdak tartoznak.

1.

Az immunreakciok megfordithato, egyensulyra vezetd reakciok. Hiaba jon azonban létre immunkomplex, ha az
valamelyik kovetkezo lépésben tul alacsony pH-jii kérnyezetbe keriil, s a masodlagos ellenanyag ledisszocial
a primer antitestrol. Jelolés hianydban ellendrizziik az oldatok és a desztillalt viz pH-jat!

. A rossz pufferrendszer okozhat magas hattérjelélést is. Ezt kompenzalhatiuk megfeleld blokkoldssal, illetve

azzal, hogy az ellenanyagok mellé az inkubalooldatba olyan komponenst is tesziink, amely az aspecifikus kétodest
gatolja. Ilyenek a detergensek (pl. Triton-X 100, Tween20).

Az elkovethetd hibdk sokfélesége arra figyelmeztet, hogy a rendszeres, pontos, kisérletrol kisérletre azonos
gondolatmenetet koveto jegyzokonyvi bejegyzések vezetése a munka teljes menete soran nagyon fontos! Ez az
esetleges hibak megtalalasat is nagyban megkonnyiti.

A pasztazo elektronmikroszkop (SEM)

A TEM mellett kevésbé elterjedt, feliiletek letapogatasara, vékony preparatumok atvilagitasara, anyagdsszetétel
analizisére egyarant alkalmas. A sugarnyaldbot Un. pasztazotekercsekkel kényszeritik elhajlasra, s ezzel a nyalabbal
a vizsgalati teriiletet soronként, pontrdl pontra tapogatjak le.

10 Ennek vizsgalatara alkalmas az immundiffiizio modszere, amely azt haszndlja ki, hogy az immunkomplex kialakulasa megfeleld koriilmények
kozott csapadékképzddéssel jar (immunprecipitdcio).
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A mikroszkop fontosabb egységei az elektronagyu, az objektivlencse, a pasztazotekercsek, a detektor(ok) és a
mintatart6 (4.61. abra).

A mikroszkdép az elektronnyaldb és a minta kdlcsonhatasainak kovetkeztében a mintat elhagyd mdésodlagos
elektronokat, visszaszort elektronokat és rontgenfotonokat hasznalhatja képalkotasra (4.62. abra). Az elektronagytibol
kilépd sugarnyalabot itt tehat képalkotdsra nem, csak a minta végigtapogatasara hasznaljuk.
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4.62. abra. A pasztazo elektronmikroszkop felépitése: az elektronagyu, az objektiv, a pasztazolencse, a minta és
a detektorok elhelyezkedése

A legegyszeriibb pasztazo elektronmikroszkopokban csak szekunder elektron detektor van. Mivel ezek az elektronok
kis energiaval rendelkeznek, csak a felszin alatti kis mélységekbol képesek kilépni a mintabol, igy a kép elsésorban
a feliilet kozeli vékony rétegrol hordoz informaciot, és jobbara a feliileti morfologia vizsgalatara hasznalatos. A
mélységélesség forditottan aranyos a nagyitassal, ezért a szekunder elektron kép sajatossaga, hogy kis nagyitas
esetén nagy mélységélesség érhetd el. Ilyenkor haromdimenziés-mindségii képek kaphatok (4.63. dbra).
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4.63. abra. SEM képek: ecetmuslica dsszetett szemének felszine (A), bolha, szamitogép segitségével utdlag
szinezett kép (B) és anyagminta rontgensugar-analizisének eredménye (C). Az utobbi felvételen latszik a letapogatott
felszin (sziirke arnyalatos kép) és az anyagi 6sszetétel (szinezett képek)

A vizsgalathoz elektromosan vezeté mintara van sziikség, maskiilonben a ravitt elektronok miatt toltés halmozodik
fel a mintaban (abszorbealt aram). Ez a toltés torzitja a képet, kiilondsen a szekunder elektronokkal 1étrehozott kép
esetében. Ha a minta eleve vezetd, akkor vezetd ragasztoval rogzitjikk a foldelt mintatartd asztalhoz. A rogzités
céljara kaphatok szén- vagy eziistpasztak, amelyek elektromosan vezetnek, rogzitik a mintat, ugyanakkor viszonylag
egyszerlien megoldhato az eltavolitasuk is. Rogzités céljara kaphatd kétoldalasan ragasztos vezetd szalag is.

A biologiai mintak rossz vezetok, feliiletiiket ezért vékony vezetdréteggel szokas bevonni. Ez a réteg altalaban
arany vagy szén, amelyet parologtatassal (g6zoléssel) lehet a feliiletre felvinni. Fontos, hogy a vezetoréteg
egyenletes vastagsagu €s a lehetd legvékonyabb legyen. A felvitt réteg megnoveli a feliiletrdl tdvozo masodlagos
elektronok szdmat, ezzel noveli a kép fényességét, sot a felbontast is. Sziikség szerint a g6z61és elott a feliilet
tisztitasa sziikséges.

Kérdések és feladatok

Ismertesse, hogy milyen igények tették sziikségessé az elektronmikroszkop kifejlesztését!

Miért alkalmas az elektronsugar egy mikroszkop felbontasi hataranak (d) csokkentésére?

Az elektronok milyen koélcsonhatasba 1éphetnek a mintaval? Mutassa be az elektron-jelenségeket!

A mintaval kdlcsonhato elektronok koziil melyeket hasznalunk képalkotasra? Mi a kiilonbség a rugalmasan és

a rugalmatlanul szor6doé elektronok k6zott? Mik a masodlagos elektronok és a rontgen fotonok?

Milyen elektronmikroszkop tipusokat ismer, s mi az elnevezésiik alapja?

6. Hasonlitsa 6ssze roviden a TEM és a fénymikroszkop felépitését! Miben hasonlitanak és miben klonboznek
egymastol?

7. Sorolja fel a TEM képalkoté elemeit, s helyezze el azokat a mikroszkdp oszlopaban!

8. Mi az elektronmikroszkdp sugarforrasa? Milyen ennek a felépitése?

9. Mutassa be roviden az elektronagyu felépitését és miikodését!

10. Mi biztositja azt, hogy az elektronok megfeleld sebességet érjenek el? Miért fontos ennek ndvelése, illetve
stabilan tartasa?

11. Jellemezze az elektromagneses lencséket! Milyen felépitésiick, miért és hogyan alkalmasak az elektronsugarak
terelésére?

12. Mira alkalmasak a blendék, miért van rajuk sziikség?

13. Hogyan helyezziik a transzmisszios elektronmikroszkopba a mintat?

14. Hogyan keletkezik a transzmisszids elektronmikroszkdpban rogzithetd kép? Mi ennek az alapja? Hogyan
segithetjiik el6 azt, hogy részletgazdag kép alakuljon ki?

15. Mit jelent a kontrasztositas fogalma? Miért van ra sziikség és mit takar az elnevezés? Milyen tipusait ismeri?
A fénymikroszkopi mikrotecnikaban melyik eljarasnak felel meg?

16. Milyen alapon ¢€s hol jelenik meg a TEM altal alkotott kép? Hogyan és milyen eszkozokkel rogzithetjiik ezt?

17. Mit tud az elektronmikroszkdp lencséinek hibairdl, mi okozza ezeket és milyen torzulast okoznak? Hogyan és
miért kell korrigalni ezeket?

18. Ismertesse az elektronmikroszkopos mintak rutin elékészitési menetének f6 1épéseit!

19. Mutassa be roviden az elektronmikroszkopos technikdkban hasznalt rogzitoket! Foglalja 6ssze, hogy milyen
elvarasaink vannak ezekkel szemben, és hasonlitsa Ossze ezeket a fénymikroszkopos mikrotechnikdban
hasznaltakkal!

20. Milyen elektronmikroszkopos célokra hasznalt beagyazd szereket ismer? Ezeket milyen szempont(ok) alapjan
lehet csoportositani? Ismeretei alapjan melyiket mikor ajanlott hasznalni és miért?

21. Mutassa be roviden az ultramikrotomot és a metszetkészités 1ényegét! Mit neveziink félvékony- és ultravékony
metszetnek? Melyik mire alkalmas?

2. Hasonlitsa &ssze az ultravékony metszetek készitésére hasznalt kések tulajdonsagait (anyagat, felépitését,
hasznalhatosagat és élettartamat)!

23. Mit neveziink mikrorostélynak vagy gridnek? Milyen tipusait ismeri, €s melyiket mikor hasznaljuk?

24. Mit jelent a mitermék fogalma? Soroljon fel az elektronmikroszkopos minta eldkészités soran keletkezd
mitermékeket és nevezze meg keletkezésiik okait!

25. Mit jelent a negativ kontrasztositas fogalma? R&viden ismertesse az eljaras lényegét és azt, hogy mikor

alkalmazzuk!
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26. Mit jelent a citokémia és a hisztokémia fogalma? Mi a két eljaras célja és lényege? Mikor alkalmas(ak)
elektronmikroszkopos szintli vizsgalatokra?

27. Mit jelent az immuncitokémia fogalma? Foglalja 6ssze roviden az eljaras alapjait!

28. Sorolja fel, hogy mik az alapvetd feltételei egy sikeres elektronmikroszkopos immuncitokémiai jel6lésnek!

29. Milyen tipust ellenanyagokat ismer? Mi alapjan donthet6 el, hogy melyik alkalmasabb elektronmikroszkopos
szintl vizsgalatokhoz?

30. Mit jelent az elektron-optikai jelzdanyag fogalma? Milyen tulajdonsagokkal kell rendelkezzen, és manapsag
melyik a legaltalanosabb formaja?

31. Mutassa be azokat a minta eldkészités soran alkalmazando eltéréseket, amelyekben a rutin és az immuncitokémiai
elektronmikroszkopos preparativ eljarasok kiilonboznek!

32 Osszehasonlito abraval (is) jellemezze a pre- és a post-embedding immuncitokémiai eljarasokat!

33. Mikor alkalmazna pre- és mikor post-embedding jel6lési eljarast?

34. Mit jelent a ,,blokkolas”, és miért van ra sziikség?

35. Rajzokkal illusztralva, mutassa be az indirekt, post-embedding immuncitokémiai jellés 1épéseit!

36. Egy (indirekt) tobblépcsds immun-arany jeldlés soran melyik ellenanyag kell hordozza az aranykolloid szemcsét?

37.Milyen esetben alkalmaznd a metszeten torténd kettés immunarany jeldlés modszerét, és mik a
megkiilonboztethetdség alapvetd feltételei?

38. A pre- és postembedding jel6lés kombindcidjaval elérhetd-e kettds jelolés? Mire kell ligyelniink, ha ezzel a
modszerrel probalkozunk?

39. Mit takar a SEM betlisz6? Mi indokolja ennek a mikroszkopnak az elnevezését? Milyen detektorok épithetdk
a berendezésbe ¢és ezek milyen informaciokat adnak?
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5. fejezet - Soksejtliekbol izolalt tulélo
rendszerek vizsgalata: in vitro (ex vivo)
modszerek

Kovacs Attila Lajos

Az in vitro kisérleti rendszerekkel kapcsolatos
néhany alapveto elvi kérdeés

A teljes €10 szervezetben zajlo folyamatokat latin eredetii kifejezéssel in vivo folyamatoknak nevezziik. Azokat a
modszereket, amelyeket az intakt €16 szervezet vizsgalatakor alkalmazunk, in vivo médszereknek hivjuk. Az in
vivo vizsgalatok sok szempontbdl erésen korlatozottak, faradsagosak. A soksejtiiek nagyon komplex rendszerek,
gondoljunk példaul egy tytiktojasra. A tyuktojas mar dnmagaban sem tul egyszeri, de a benne lezajlo fejlédés
eredményeképpen még sokkal bonyolultabba valik, mire kiscsirke lesz beldle.

Az ember testében egyszerli szovettani €s elektronmikroszkopos modszerekkel tobb mint kétszazféle sejttipus
kiilonboztetheté meg. Ennél is sokkal tobbfélék a sejtek, ha mas modszerekkel finomabb kiilonbségeket mutatunk
ki kozottiik. A soksejtii é161ény sokféle sejtje kozott tilnyomorészt rejtett és bonyolult kélesonhatasok vannak.
A sejtek kolcsondsen fliggenek egymastol.

A kolesonos fiiggoséget jol szemlélteti a részleges majkiirtas, az ugynevezett parcialis hepatektomia példaja.
Sebészi beavatkozassal eltavolithatjuk a laboratdriumi patkany majanak a kétharmadat. Meglepé modon az allat
ebbe nem pusztul bele, s6t azt mondhatjuk, hogy a miitétet jol toleralja. Az operacio utan, nagyjabol két hét alatt,
az allat maja pontosan az eredeti méretiivé ndvekszik. Ha pl. egy nagyobb termetii kutyabol kisebbe transzplantalnak
majat, akkor a beliltetett maj veszit a tomegébdl, és a befogado (recipiens) kisebb testméretének megfeleld nagysagura
zsugorodik. Ugyanez forditva is igaz. A sejtek egyiittmiikodése révén tehat a szervezet pontosan meghatarozza az
egyes szervek méretét.

Hasonlo6an allandé egy szerven beliil a kiilonb6z6 szovetek, sejtek, valamint az extracellularis és az intercellularis
allomany mennyisége. A sejtek az egymassal vald kolcsonhatasaik révén alakitjak ki a fejlddés soran a testen beliili
mennyiségi aranyaikat, a haromdimenzios elhelyezkedésiiket és a miikodésiik intenzitasat. Egy soksejtliben tehat
a sejtek egymastdl fiiggd modon fejlédnek és mitkkédnek. A kiilonbozo tipust és fejlettségii szervezetek sejtjei
kozott a kolesonos fliggdség kisebb vagy nagyobb mértékii lehet. Erre jo példa lehet a regeneracid. A szivacsok,
hidrak, orvényférgek egyes fajai, de sokféle ndvény is képes arra, hogy akar teste kicsiny téredékébdl is teljes
€l6lényt hozzon létre. Az elkiilonitett rész a hianyzo részeket ujra létre tudja hozni, tehat azoktol nem fiigg. Az
Osszetettség magasabb szintjén ez a képesség fokozatosan elveszni latszik. Szoveti regeneracios folyamatok
természetesen itt is miikddnek pl. sériilések, miitétek utan.

A teljes, intakt szervezetben (in vivo) nagyon nehéz, gyakran lehetetlen a sejtek, a szovetek és a szervek kozotti
egyittmikodés felderitése. Ezért sziikség van a szervezet részekre szedésére, és a kiemelt részek elkiilonitett
vizsgalatara. Ezzel meg lehet allapitani azt, hogy 6nmagukban, az él6 szervezeten Kiviil (ex vivo), hogyan
miukodnek az elkiilonitett tlé16 részek. Ezeket a modszereket a XIX. szazad masodik felében, az 1850-es évektol
kezdték alkalmazni. A kutatok természetesen szerették volna latni, hogy mi torténik a kivett szervekkel, szovetekkel,
ezért a tilélo részeket a leggyakrabban iivegedényekbe tették. Innen szarmazik az in vitro elnevezés, ami eredetileg
azt jelenti, hogy ,,livegben”.

Annak, hogy a szervezet egyes részeit a szervezetb6l kiemeljiik, izolaljuk dket, fontos kévetkezményei vannak.
Az izolalas révén megsziintetjiik a tuléld sejtek kapcsolatait a szervezet tobbi részével. Ezzel jelentSsen
leegyszeriisodik a Kkisérleti rendszeriink, és lehetévé valik az, hogy direkt médon és a bonyolult
kapcsolatrendszerek nélkiil vizsgaljuk az izolalt szervek, szovetek vagy sejtek mikodését.
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Az izolalas utan a tilélés feltételeit a vizsgalatot végzo kutatonak kell biztositania. Legalabbis részben potolnia
kell a kiemelt rész szamara a szervezet hianyzo részeit. Ennek soran egyre pontosabban ismerheti meg, s6t bizonyos
értelemben kényszeriil megismerni, hogy mire van sziikség az izolalt részek tulélés¢hez és a benniik zajlé folyamatok
fenntartasahoz. Az in vitro megkozelités jo lehetséget ad arra, hogy kdnnyebben és egyértelmiibben befolyasoljuk
a miikodést a kdzeg és a kisérleti feltételek modositasaval. Tovabbi eldny, hogy in vitro sokkal szabadabban
valtoztathatjuk a kisérleti paramétereket, mint in vivo. A kisérletezés emellett rendszerint hatékonyabb €s olcsobb
1S in vitro.

In vitro végzett megfigyelésekkel fel tudjuk deriteni példaul azt, hogy

1. egy kiils6 hatasra adott valasz egy sejttipus kozvetlen reakcidja-e, vagy a szervezet mas részeinek kozvetitésével
jon létre,
2. adott szervek, sejtek milyen anyagokat vesznek fel és hasznositanak,
a. milyen termékeket juttatnak a kdrnyezetiikbe,
b. milyen anyagok hatasara hogyan reagalnak nmagukban,
c. felderithetjiik a kiillonbségeket a szamunkra érdekes sejttipusok kozott pl. egy-egy potencialis
gyogyszerhatoanyag adagoldsara adott valaszban.

Az igy nyert adatok azért fontosak, mert ami a taléld rendszerben, tehat in vitro torténik, az nagy valdszintiséggel
in vivo is lehetséges. Fontos azonban tudatositanunk, hogy az in vitro nyert eredmények nem vonatkoztathatéak
kozvetleniil a teljes €16 szervezetben lejatszodo folyamatokra, mivel a sejtek in vitro miikodése jelentdsen el is
térhet az in vivo miikodéstol. Kiilon feladat annak a gondos mérlegelése és eldontése, hogy az in vitro kisérletekben
megnyilvanulé képességiikkel vajon valoban élnek-e a sejtek in vivo is, és ha igen akkor mikor és milyen feltételek
kozott.

Visszatérve az in vitro kisérletezésre, a részekre szedés tehat komoly beavatkozast jelent a sejtek kozotti
kapcsolatokba; az izolalas eredményeképpen megsziinnek a testbol kiemelt testalkotdkra in vivo gyakorolt hatasok.
A szervezetbol kivett vizsgalt részek sejtjeinek sziikségszeriien alkalmazkodniuk kell az 0j koriilményekhez, a test
tobbi részének a hianyahoz. Kézenfekvo és magatol értet6do, hogy a kiemelt részek elkiilonitésével megtorténik
egy sor in vivo meglévo funkcié kiesése. [lyenek lehetnek pl. a stimulativ idegrendszeri és endokrin hatdsok révén
fenntartott funkciok. A mikodéskiesésre vonatkozo példak mellett fontos tudatositanunk azt is, hogy az izolalas
révén az in vivo érvényesiil6 gatlé hatasok kiesése is megtorténhet. Ez pedig a korabban in vivo gatolt miikodések
in vitro beindulasahoz, azaz funkcionyeréshez vezet. Ami a frissen izolalt részekben megmarad, azok az autondm
funkciok. A rovid tava alkalmazkodas hatasain tul, a hosszabb ideig in vitro tartott sejtekben realis lehetdsége van
annak, hogy megvaltozik a gének kifejezddése, tehat a génexpresszios mintazat is. Meg kell jegyezni, hogy erre
adott esetben mar néhany o6ra vagy annal rovidebb id6 is elegendden hosszu lehet. Emellett az 0szt6do sejteket
tartalmazo6 in vitro rendszerekben hetek, honapok, évek sordn mutacidék alakulhatnak ki és szaporodhatnak fel.
Mindezeknek a koriiltekint6 figyelembevétele nagyon fontos az in vitro eredmények értelmezésében.

A biologiai és biomedicinalis kutatdsok végsé célja természetesen az in vivo miikkddés felderitése. Ezért
nélkiilozhetetlen az in vitro adatok in vivo érvényességének, relevancidjanak meghatarozasa. Ehhez csaknem
minden esetben Gjabb, most mar in vivo kisérletek és megfigyelések kellenek. Az in vitro eredmények egyik fontos
haszna éppen az, hogy ezeket az 0j in vivo vizsgalatokat az in vitro szerzett ismeretek birtokaban pontosan célzott
¢és hatékony mddon tervezhetjiik meg és végezhetjiik el, raadasul pontosabban is értelmezhetjiik dket.

Ujabban széles kérben bontakoznak ki tdrsadalmi mozgalmak az in vivo dllatkisérletek visszaszoritdsdra, és in
vitro vizsgdlatokkal torténd teljes helyettesitésiikre. Sokan azt hangoztatjak, hogy a céljuk a kisérleti allatok
,,megovdsa, megmentése”, a szélsoségesek egeszen odaig mennek, hogy az allatkisérletek teljes betiltasat kovetelik.

Szamomra elfogadhato az az dllaspont, amely szerint az dllatokra érdemes ugy tekinteniink, mint evoliicios
testvéreinkre. Ugy gondolom, hogy helyes, ha az dllatokat dltaldban tiszteljiik és becsiiljiik, beleértve a kisérleti
dllatokat is. Banjunk veliik gondosan és keriiljiink mindenféle kegyetlenkedést! Az a meggydzodésem, hogy az
dllatkisérleteket végzo biologusok lényegében kivétel nélkiil igy gondolkodnak. Mar csak azért is, mert a sikeres
dllatkisérletekhez nélkiilozhetetlen, hogy a kisérleti allatokat a lehetd legjobb kériilmények kozott tartsuk, tenyéssziik,
és ne tegyiik ki éket folosleges stressznek.

Kutatoi mitkodésem tillnyomo részében in vitro modszereket alkalmaztam, és ki is fejlesztettem uj in vitro kisérleti
rendszereket. Egyetértek azzal, hogy sok ok miatt nagymértékben lehetséges és kivanatos is az in vivo kisérleteket
in vitro vizsgalatokkal kivaltani, ahogy fentebb errdl mar volt sz0. Szogezziik le azonban vilagosan, hogy a teljes
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helyettesités, a mar szintén vazolt okok miatt, nem lehetséges. Mindebbdl kovetkezik, hogy az éld dllatokon végzett
kisérletek vegsG soron nélkiilozhetetlenek. Vilagosan latnunk kell, hogy az in vivo dallatkisérletek esetleges teljes
besziintetése utan csupan ket lehetoségiink maradna. Az egyik az, hogy lemondunk az orvosbiologiai fejlesztésrol,
a masik, hogy az in vivo dllatkisérleteket az embereken valo kisérletezéssel helyettesitjiik.

Az in vitro technikékrol hasznalatuk tobb mint egy évszazados torténete soran konyvtarnyi anyag jelent meg,
valtozatossaguk kimerithetetlen. Emiatt ismertetésiik tdvolrol sem lehet teljes. Az alabbi dsszefoglalé célja ezért
nem lehet az 6sszes technika részletes és pontos ismertetése. Inkabb egy atfogo, vazlatos képet szeretnék adni
ezekrdl a nélkiilozhetetlen modszerekrdl, amelyet kiegészitek néhany modszer szubjektiv valogatason alapulo,
valtoz6 mélységl, részletesebb bemutatasaval. Ahol lehet, igyekszem kiemelni olyan &sszefliggéseket, amelyek
felvillantjak alkalmazasuk indokait, lehetdségeit. Egy ilyen 6sszefoglal6 irasa soha nem fejezhetd be, csak abbahagyni
lehet. Ennek oka nem csupan a tengernyi publikalt anyag és tapasztalat, hanem a korabbi eredmények allando
ujraértékelése és a ma is folytatodo fejlesztés.

Az in vitro rendszerek fo tipusainak vazlatos
attekintése

A soksejtli szervezet és egyedfejlédése vizsgalatdhoz az objektum bonyolultsaganak megfeleld valtozatossagban
fejlesztettek ki modszereket. Ezeket igen sokféle mddon csoportosithajuk. Ennek megfeleléen az alabbi
Osszefoglaloban is tobbféle csoportositas jelenik meg, amelyek kiillonbdzd mértékben atfednek egymassal.

Az osszetettség szintje szerinti csoportositas: szupra-,
szubcellularis és ujraépitett rendszerek

Az in vitro kisérleti rendszereket elsd kozelitésben célszerli az dsszetettségiik szintjei szerint két f6 csoportba,
szupracellularis (beleértve az intakt sejtet is) és szubcelluldris rendszerekre osztani (II. tablazat). A kétféle
rendszer §sszetétel szempontjabol alapvetden kiilonbozik egymastol. A szupracellularis rendszereké az extracellularis,
mig a szubcellularisaké az intracellularis kozegének felel meg (I11. tablazat).

Tulél6 rendszerben tarthatunk szervrendszereket, akar egész testtajakat, szerveket, szoveteket, sejteket. Mdodszereink
vannak teljes emlés embriok in vitro vizsgalatara mind a fejlddés korai (a méhfalba val6 bedgyazodas elotti,
preimplantacios), mind késobbi (bedgyazodas utani, posztimplantacios) fazisaban. Kiilons kombinacidja az in
vitro és in vivo rendszereknek az implantacios, vagy reimplantacios technika, amikor korabban kivett majd in
vitro tartott részeket az €16 allatba, nem feltétleniil az eredeti helyére, visszaiiltetnek.

A szubcellularis rendszereket igy hozzuk létre, hogy a szovetek, sejtek szubcellularis alkotokra vald szétszedése
(homogenizalasa) utan elkiilonitve vizsgaljuk alkotérészeiket. Ilyenek lehetnek pl. a homogenizalt sejtekbdl nyert
organellumrendszerek, komplex molekularis rendszerek.

Ujabban egyre tobb kisérlet torténik arra, hogy egyszeriibb in vitro rendszerek kombindldsdval in vitro kriilmények
kozott ujraépitsiink bonyolultabb rendszereket. Ilyenekkel jelenleg foként a szupracellularis szinten taldlkozunk,
pl. sejtek reaggregdcios tenyészetei, extracellularis elemek sejtekkel valo kombindcioi stb (Id. Kombinalt modszerek).
A publikaciok kozott talalunk olyan cikkeket is, amelyekben izolalt sejtalkotokat kombindlnak Osszetett intracellularis
folyamatok rekonstrudldsdra, ilyen funkciok tanulméanyozdsdra. Ujabban kisérletek folynak a lehetd legkevesebb
osszetevobdl allo minimalis sejt biokémiai komponensekbdl valo in vitro eléallitasara is, bar itt egyeldre prokariota
sejtekrél van szo.

I1. tablazat. In vitro kisérleti rendszerek az 0sszetettségiik szintje szerint
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modszerek

Szupracellularis rendszerek

Szervrendszerek/testtajak
Szervek
Szovetek
Sejtek
Reimplanticio

Teljes embriok
Korai fazisban (implanticio eltt)

Késabbi fazisban (implanticio utin)

Szubcellularis rendszerek

Sejtfrakeiok, organellumok

Komplex molekuldris rendszerek

Ujraépitettrendszerek

pl. sejtek és az extracelluliris matrix kombindcioi

reaggregacios és haromdimenzios kultirak

II1. tablazat. Az extracellularis és az intracellularis térben talalhaté néhany fontos ion koncentracidja (mmol/l)

Ionok Extracellularis folyadék Intracellularis folyadék
(citoszol)
Intravaszkularis tér Intercellularis tér
Kationok
Na® 141 143 10
K" 4 4 150
Ca"™" 2,5 1,3 <0,001
Mg 1 0,7 15
Anionok
Ccr 103 115 8
HCO5 30 10
PO45” 1 1 65

Az oxigénnel valé ellatas médja szerinti csoportositas

Perfuzios rendszerek

A tiléld rendszerben valdo mikddés egyik alapvetden fontos feltétele az oxigénnel valé ellatas. Ennek modja
Osszefiiggésben van a tlél6 rendszerben tarthato testrészek méretével. A felndtt gerinces kisérleti allatok esetében
a szervrendszerek és a szervek altalaban olyan méretiiek, hogy életben tartasuk csak az érhalozatuk felhasznalasaval,
mesterségesen fenntartott keringés révén lehetséges. Ezek az ugynevezett perfiiziés rendszerek (IV. tablazat).
Perfizios rendszerben elvileg életben tarthato a testnek minden olyan része, amely keringési szempontbol izolalhato
a test tobbi részét6l. Ha a perfundalt szervet meghagyjuk természetes anatomiai helyén az allatban, ugynevezett
in situ perfuziot végziink (5. 37-38. abra); gyakrabban alkalmazzak az allatbdl kioperalt, izolalt szerv perfuzidjat.

A perfaziés rendszerekben a létfenntarté kozeg, a médium (amelyiknek a neve itt perfizios oldat, perfizios
folyadék vagy perfuzatum) altalaban valamilyen vérpotlék. A legtobb esetben ez a vér kisebb vagy nagyobb
mértékben atalakitott szirmazéka. A leggyakrabban olyan kismértékben higitott vér, amelynek valamilyen modszerrel
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meggatoltuk az alvadasat (pl. defibrinalas, vagy leggyakrabban véralvadasgatlo heparin hozzdadasa). Igen ritka
esetektdl eltekintve tokéletesen megfelel az igényeknek mas fajokbol szarmazo (heterolog) vér, vagy lejart emberi
veérkonzerv segitségével késziilt perfuzios médium is.

A perfuzids rendszer miikodésének {6 jellemzdi egyes paraméterek esetében megkozelithetik az in vivo értékeket,
legtobbszor azonban nem érik el azokat. A tilélés idotartama nem talsdgosan hosszl, rendszerint néhany ora,
esetleg néhany nap. A perfuzios rendszerben leggyakrabban vizsgalt szervek a maj, a vese és a sziv, de vizsgalhatok
szervrendszerek, testtajak is. Ugyan ritkan alkalmazzak erre a célra, de késdi, fejlett embriok is életben tarthatok
perfuzids rendszerben.

IV. tablazat. Errendszeren keresztiil ataramoltatott (perfuzios) rendszerek

Ataramoltatott vagy perfiziés rendszerek

Oxigénellatas mesterségesen fenntartott lokalis
keringéssel, vérpotlék (féleg moédositott vér)
segitségével

Objektum elsésorban emlds szervrendszerek, testtajak,

szervek, nagyméreti fejlett embrid

Elettartam néhany ora, esetleg ritkan 1-2 nap

A rendszer tipusai

In situ perfuzié Izolalt perfundalt rendszer

Csak keringésileg izolalt, eredeti|eredeti anatomiai helyérdl kiemelt
anatomiai helyén hagyva

Diffuziéval oxigenalt rendszerek

A perfuzié nélkiil a testbdl kivett tuléld részek méretét a diffuzidval valo oxigénellatas lehetdségei szabjak meg.

crer

el a sejtekhez, az ilyen mddon eltarthaté izolalt testrészletek mérete is jelent6sen csdkken. Ez a méret bizonyos
hatarok kozott valtozo lehet, de mindenképpen a 2-3 mm kortili vastagsag illetve atmérd tartomanyaba esik (V.
tablazat).

V. tablazat. Perfuzié nélkiili, diffiziéval oxigenalt organotipikus rendszerek

Diffizioval oxigenalt organotipikus rendszerek

Organotipikus felépités (és novekedés) |megmarad a szerv kotdszovetes tokja, az in vivo sejtosszetétel és
haromdimenzios szerkezet

e

Oxigénellatas a vizes kozegbe oldodott oxigén diffuzidjaval

Objektum kisméreti szervek, f6leg embriokbol vékony falu csdves, lemezes
szerkezetek, szovetszeletek teljes embrid tenyészetek pre- és
posztimplantacios fazisban

Meéret maximalis vastagsag ill. &tmér6 kb. 2-3 mm
Elettartam lehet tobb nap, esetleg néhany hét is
Szervtenyészetek

A méretek miatt perfuzié nélkiili szervtenyészeteket embriokbol, vagy kisméretii fiatal és felnott allatokbol kivett
szervekbdl alakithatunk ki, melyek mérete a néhany mm-es atmérd, illetve vastagsag tartomanyaba esik. Ezeket
ugy hozzuk létre, hogy a kivagaskor a legnagyobb mértékig épen megtartjuk a szervek kotdszovetes tokjat. Ha
igy jarunk el, akkor az izolalt szerv hosszabb ideig megtartja az in vivo allapotra jellemz6 sejtosszetételét és
haromdimenzioés szerkezetét. A kivett embriondlis szerv az ilyen tenyészetben in vitro ndvekedhet €s tovabb is
fejlédhet, differencialodhat. Azt a ndvekedést, amikor a szerv megtartja az in vivo allapotra jellemz6 haromdimenzios
szerkezetét, organotipikus névekedésnck nevezziik. Ilyen kisérleti rendszerekben az izolalt szervek napokig,
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esetleg néhany hétig is eltarthatok és vizsgalhatok lehetnek. Kisméretii felnott allatok (pl. egér) szervezetében is
talalunk a néhany mm-es méret tartomanyaba esé teljes szerveket. Ez a méret nagyobb allatok esetén is elérhetd,
ha csoves, illetve lemezes szerkezetll szerveket vizsgalunk, amelyek vastagsaga ebbe a mérettartomanyba esik. A
hosszlisag vagy a sikbeli kiterjedés természetesen joval nagyobb lehet, mint néhany mm. A szervtenyészetek
kozege, médiuma lehet pl. kocsonyés plazmaalvadék, de lehet folyékony tapoldat is. Ujabban, amidta megoldottak
amegfeleld tisztitasat, agart is hasznalnak szubsztratumként, amit valamilyen szovettenyészté médiummal altalaban

s

Szovetszeletek

A diffuzioval torténd oxigénellatas korlataibol kovetkezik, hogy a terjedelmesebb szervekbdl részletek csak ugy
tarthatok el, ha a szervbdl szeleteket készitiink. Ilyenkor nyilvanvaldan szétvagjuk a kotészovetes tokot is. Kevésbé
kényes, nem til puha szovetek esetében szikével, esetleg olloval is készithetiink szeleteket. Ha a szerv kifejezetten
lagy szoveti szerkezetli (pl. agy, gerincveld), akkor kiilonleges berendezést kell alkalmazni, hogy a mechanikai
karosodast elkertiljiik. Az ilyen célra kifejlesztett berendezések, az igynevezett vibratomok, rezgd kést tartalmaznak.

Az oxigénellatas szempontjabol megfeleld méretii szovetszeletekben 1€v6 sejtek viszonylag rovid tavon (ami
néhany ora, esetleg egy két nap) sokféle funkcié szempontjabol jol reprodukalhatéan miikodnek, megmarad az
organotipikus felépités is, tehat az eredeti sejtdsszetétel és haromdimenzios szerkezet. Ennél hosszabb tavon
azonban a miikddés és a szerkezet egyarant megvaltozik, és ilyenkor az eredmények mar nem megbizhatoak.

Az oxigenalast keveréssel, vagy a médiumnak a szeletek koriil vald dramoltatdsaval (perifuzio, vagy szuperfuzid)
is segithetjiik.

Diffuzioval oxigenalt szervtenyészetekben és szovetszeletekben nemcsak alapvetd sejt- és fejlodésbiologiai
folyamatokat vizsgalnak, hanem tobbek kozott felhasznaljak oket fiziologiai és fejlédésbiologiai vizsgalatokra
is. Kiilonosen fontos objektumok gydgyszerhatdanyagok metabolizmusanak vizsgalatara és toxikologiai tesztelésére.

VI. tablazat. Diffuzidval oxigenalt hisztiotipikus rendszerek

Diffazioval oxigenalt hisztiotipikus rendszerek

Hisztiotipikus felépités (és novekedés) |eltavolitjuk a szerv kdtészdvetes tokjat, elveszik az eredeti
haromdimenzios szerkezet, tobb sejttipus marad, de médosul az in vivo
sejtosszetétel

srer

Oxigénellatas a vizes kozegbe oldddott oxigén diffuzidjaval

A rendszer tipusai

Monolayer (egyrétegil) szovettenyészet |izolalt sejtekb6l vagy szovetdarabkakbol az aljzatra keriilt, egy rétegben
letapadt és szétteriilt sejtek

Elettartam hetek, honapok, évek

Szuszpenzids tenyészet olyan sejtekbdl, amelyek in vivo sem tapadnak egymashoz vagy az
extracellularis matrixhoz

Elettartam hetek, honapok, évek

Frissen izolalt sejtek, sejtcsoportok szervekbdl, szovetekbdl mechanikus és/vagy enzimatikus kezeléssel
kapott sejtek, sejtcsoportok azonnali kisérleti felhasznalasa

Elettartam néhany ora

Sejttenyészet spontan vagy iranyitott szelekcio révén csak egyféle sejttipus marad

Elettartam hetek, honapok, évek

Egyrétegii (monolayer) szovettenyészetek és néhany alapfogalom

A kisérleti biologiai és orvostudomanyi gyakorlat szempontjabdl kiemelked6 jelentéségiiek a szovettenyészetek.
Az alapfogalmak bevezetésére jo lehetdséget ad, ha roviden ismertetem a szévettenyészetek létrehozasianak
klasszikus modjat.
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Ez a ma is hasznalt modszer apro, néhany mm3-es szovetdarabkakbol indul ki. Ezeknek a szovetszeleteknek nagy
relativ teriiletll frissen vagott felsziniik van, amit nem fed természetes kotdszovetes burok. A feldarabolas miatt
ugyancsak elvesznek a természetes hatarként viselked6 szomszéd sejtek. A Kkiiiltetend6 szovetdarabkakat (ugy
is nevezziik 6ket, hogy explantatum darabkak) tenyészfolyadékban megfeleld tiveg, vagy milanyag tenyészfeliiletre
tessziik, egyenletes eloszlasban. Ekkor a darabkak letapadnak az aljzatra. A vagas révén frissen megnyilt szabad
felszinen a mozgékony sejtek a mobilitasi képességiik szerinti sebességgel kivandorolnak a szovetszeletbdl, azaz
migralnak. Ezutan az aljzat szabad feliiletére tapadva, lassi mozgassal sugariranyban szétktisznak (5.1. abra), és
kdzben rendszerint osztodnak is. A letapadas normalis esetben az osztodas feltétele (anchorage dependence vagy
attachment dependence).

A migralas miatt leépiil a szerv-, ill. szovetdarabka eredeti haromdimenzios szerkezete. A kivandorolt sejtek
ellapulnak, szétteriilnek (spreading). Megvaltozik tehat az alakjuk, de mégis felismerhetden megmaradnak a
szoveteket alkoto sejttipusok. A tenyészet tehat novekszik, de nem az in vivo dllapotra jellemz6 haromdimenzids
szerkezetben. Ezt a ndvekedést hisztiotipikus névekedésnek hivjuk.

Az eredményiil kapott, egyetlen rétegbe, tehat két dimenzioba rendezddott sejtek tenyészetét széles korben elterjedt

5.1. abra. Csirkeembri6 tiidejébol szarmazo szoveti explantatum darabkabdl kialakuld egyrétegli (monolayer)
tenyészet kis nagyitast képe. A kdzpontban 1€vo kb. 1,5 mm atmérdji szovetdarabka az in vivo allapothoz még
némileg hasonlé haromdimenzios szerkezetii. A periféria felé sugariranyban vandorlo sejtek legkiilsé zonajaban

mar egyrétegli tenyészet jott 1étre. Rogzitett, hematoxilinnel festett preparatum
=T v

5.2. abra. Csirkeembri6 bérexplantatumabol migracidval kialakul6 fibroblaszt tenyészet. Az explantatum (bal also
sarok) még 6rzi haromdimenzios szerkezetét, de a viszonylag mozgékony fibroblasztok a szélén mar erdteljesen
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kifelé migralnak. A kétnapos tenyészet perifériajanak szélén és a kinagyitott részleten mar az aljzatra egy rétegben
letapadt és szétteriilt fibroblasztok lathatok. Rogzitett, hematoxilinnel festett preparatum, ahol a széttertilt sejtek
hosszukas sejtmagjai erésebben festédnek

5.3. abra. Az explantatumbol kivandorl6 fibroblasztok faziskontraszt mikroszkopban vizsgalva. A perifériara
kivandorolt sejtek mar monolayert alkotnak

A sejtek szporodasuk révén kezdeti mennyiségiik és osztodasi sebességiik fiiggvényében néhany nap vagy hét alatt
benovik a rendelkezésre all6 szabad teriiletet, és amikor mar mindeniitt egymashoz érnek, akkor a tenyészet
ugynevezett konfluens allapotba keriil (5.4. és 5.5. abra). Ilyenkor a normalis sejtek osztodasa megall, benniik
ugynevezett kontaktus altali gatlas érvényesiil (contact inhibition of growth). A tovabbi szaporitas érdekében a
sejtek szamara szabad teriiletet kell biztositani. Ezt az aljzatr6l vald levalasztassal és az eredményként kapott
szuszpenzio felhigitasa utan tobb tenyészetbe valo szétosztassal érjiik el. Ezt az eljarast passzalasnak (passage,
subculturing) nevezziik.

5.4. abra. Hamjellegii (epitelialis) HeLa sejtek (1. 199. old) konfluens tenyészetének részlete (faziskontraszt
mikroszkopos felvétel)

- L]

5.5. abra. Fibroblaszt jellegii (3T3) sejtek konfluens tenyészetének részlete (faziskontraszt mikroszkopos felvétel)

Az allatbol kivett sejtekkel, szovetdarabkakkal frissen inditott tenyészetet primer tenyészetnek hivjuk (primary
culture). Az els6 passzalas utan létrejon a szekunder, majd a tercier stb. tenyészet. A szekunder tenyészetbdl a
sorozatos passzalasok révén 1étrejovo tenyészetsorozat az igynevezett sejtvonal (cell line). A normalis sejtekbol
kialakult sejtvonal véges élettartamt (finite cell line): pl. az emberi fibroblasztok esetében kb. 50 generacionyi
o0sztodas utan a tenyészet stacioner allapotba (megall benne az osztddas) keriil, majd kihal. Nem mindig torténik
azonban kihalas, mert akar in vivo, akar in vitro spontan modon szert tehetnek a sejtek korlatlan osztédoképességre.
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Ezaltal tgynevezett folyamatos sejtvonal jon létre (continuous cell line) (5.6. abra). Folyamatos sejtvonalat
mesterségesen is 1étre lehet hozni (immortalizalas) pl. valamilyen mutagén hatast kezelés révén.

els&qlegﬁ folyamatos
!En'_-.-'e-szelt ; sejtvonal
! sejtvonal :
: T i = = = -
L 1
¥ ' P
lg sefszam :
g seft i : ‘
e : ! /
I : ‘J'
: | f
iE i I [ I.
| transzformaci
x I
-E I 1 ‘n.
k14 : ' ‘;
= i : ,
L H i ' .
£ ndl : ! hanyatids
o 5 | v il
= e @ | pusztulds’
0 --l
-E 104 2 3 ; \
K 3 2 | :
3 B~ , :
g B8 ! : .:
T e sorozatos : 1
= 1 atoltasok : .
o B
T T T T T — - . |
0 2 & [ B 10 12 1 18

o tenyészet kora hetekben kifejezve

5.6. abra. A sejtvonalak altalanositott életgdrbéje és életszakaszaik realis, de fiktiv adatokkal illusztralva

Ha a szdvettenyészetiinkben valamilyen mesterséges vagy természetes szelekcio révén csak egyetlen sejttipus
marad, akkor sejttenyészetrdl beszéliink. Az egyetlen sejtbdl inditott tenyészet a sejtklon. Az itt leirt nomenklatira
¢és szakaszolas nem csak a monolayer, hanem a kovetkezd fejezetben targyalt szuszpenzids tenyészetekre is
vonatkozik.

Szuszpenzids tenyészetek

Az olyan sejttipusok, amelyek in vivo sem tapadnak tartésan egymashoz vagy az extracelluldris matrix
elemeihez, szuszpenzios formaban, tehat a kdzegben pl. keveréssel lebegtetve, letapadas nélkiil is tenyészthetok.
Ilyen ugynevezett szuszpenzios tenyészeteket képeznek pl. bizonyos fehérvérsejt, illetve limfocitaképz6 sejttipusok,
hematopoietikus sejtek. Szuszpenzids tenyészetben tarthatok olyan sejtek is, amelyeknek Osei eredetileg
letapadasfiiggbek voltak, de ezt a tulajdonsagukat elveszitették (transzformalddtak), ilyen lehet pl. sokféle daganatsejt.

A szuszpenzios sejtvonalak életgorbéje és életszakaszai a monolayer tenyészetekéhez hasonlok. Noha itt nem
érvényesiil kontakt gatlas, a tenyészet stirisége elér egy olyan szintet (telitési stiriiség, saturation density), ami
meggatolja a sejtek tovabbi osztodasat (density dependence of growth). A tenyészet novekedése itt is a passzalas
utan, a siiriiség lecsokkentése révén indul Gjra.

A monolayer és a szuszpenzios tenyészetek élettartama is hosszl lehet, ami jelenthet heteket, honapokat, a folyamatos
sejtvonalak esetében éveket, sot akar évtizedeket is. A szovettenyészetek tapkdzege tilnyomorészt folyékony
médium. A szdvettenyésztd médiumokbol tobbszazféle 1étezik. Alabb részletesebben foglalkozunk veliik.

Sejtizolalas, izolalt sejtek, sejtcsoportok

A szoveteknek sejtekké, sejtcsoportokka valo szétoszlatasa tobb szempontbdl is hasznos. Gyorsabban alakithatok
ki hosszu tavu kultarak, ha a szoveteket valamilyen modon, pl. mechanikus vagy enzimatikus modszerrel sejtekre
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bontjuk, és az igy kapott sejtszuszpenziodt hasznaljuk fel tenyészet 1étrehozasara. Ilyenkor nem kell a migraciora
varni, és azokbdl a sejtekbdl is lehet tenyészetet kialakitani, amelyek nem migralnak (pl. izomsejtek, idegsejtek).

Az izolalasi technika fejlédésével 1étrejottek olyan modszerek, amelyekkel nagy tomegben, igen jo életképességil,
differencialt sejtek vagy sejtcsoportok szuszpenzidjat lehet eldallitani. Ez lehetdvé teszi a frissen izolalt sejtek,
sejtcsoportok azonnali kisérleti felhasznalasat. [lyen esetben az izolalt részeket leginkabb keveréssel, vagy finom
razatassal szuszpenzioban tartjuk, de legalabbis nem engedjiik dket erésen az aljzatra tapadni. Ezekben a
rendszerekben tobbnyire néhany oras kisérleteket lehet jol reprodukalhatéan végezni. Ilyenkor sejtszaporodas
nem torténik. Szuszpenziods vizsgalatokra széles kdrben hasznaljak az izolalt majsejteket (5.7. dbra), de szamos
mas szervbol is izolalnak sejteket, sejtcsoportokat (pl. hasnyalmirigy kiilso és belso elvalasztasi részebol, vesébol,
vagy akar szivizomszovetbdl is).

5.7. abra. Patkany izolalt majsejtjei (toluidinkék festés)

A frissen izolalt sejtek és sejtcsoportok kisérleti felhasznalasanak kiilonleges jelentdsége abban all, hogy az izolalas
utan azonnal felhasznaljuk 6ket. Emiatt sokkal kozelebb allnak az in vivo allapothoz mint a szovettenyészetek.

Teljes embriodk in vitro rendszerekben

Preimplantacios stadium

megismerése terén. Ebben fontos szerepet jatszottak az in vitro modszerek. Lehet6vé valt sok emlésfajban, beleértve
az embert is, az in vitro megtermékenyités rutinszeri elvégzése. A korai emlésembrid fejlodésének
megtermékenyitést kovetd elsé szakasza a méhfalba vald bedgyazddasig (implantacio) tart. A preimplantacios
embridk in vitro fenntartasa és kisérleti felhasznalasa sok emldsfaj esetében szintén megoldottnak tekinthetd.

Kozvetleniil az implantacio6 elott, a blasztociszta' stadiumban, az emldsembrié alapvetden kétféle sejtbol all;
atrofoblasztot (trofoektoderma) alkotd kiilsé sejtrétegbdl és a beliil elhelyezkedd ugynevezett belso sejttomeg
vagy embrioblaszt (inner cell mass, ICM) sejtjeibdl (5.8. abra). A trofoektodermabdl jon 1étre a placenta, mig az
ICM sejtekbdl a késdbbi jsziildtt. Az in vitro fertilizacid utan Petri-csészében jol megfigyelhetdk a fejlodo korai
embri6é morfologiai jellegzetességei, bel6le — ha sziikséges — néhany sejt a karosodas csekély kockazataval kivehetd
(pl. genetikai analizis céljabol, preimplantation genetic diganosis, PGD). Az ICM sejtek szeparalhatok és
tenyészetben fenntarthatok, mint pluripotens embrionalis 6ssejtek (embryonic stem cells, ESC, vagy ES sejtek).

Erdemes itt néhany mondatban kitérni a toti- és pluripotens kifejezés hasznalatara. A potencia ez esetben azt a
képességet jeloli, hogy hanyféle sejtté differencialodhat egy adott sejt. Ha a potenciat a teljes embridra
vonatkoztatjuk, amelybe belértjiik a placentat és a késébbi 1ijsziildttet, akkor csak az a sejt totipotens, amibol
mindkétféle utddsejt 1étrejon. Ilyen sejtek az embridban a trofoektoderma kialakulasa el6tt vannak, tehat a korai
morula stddiumban. Ilyen értelmezésben az ICM sejtek mar csak pluripotensek. Ha azonban csak a késébbi
ujsziilottre vonatkoztatjuk a potenciat, akkor az ICM sejtek is nevezhetdk totipotensnek. Mindkét értelmezésre és
szbhasznalatra van példa az irodalomban.

! Az eml8sok holyagcesirajanak (blastula) neve.
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5.8. abra. A blasztociszta szerkezete

A tenyészetben tartott embrionalis Gssejtek genetikailag modosithatok akar gének kititésével vagy beépitésével.
A genetikailag manipulalt sejtek az ICM sejtek kozé visszaiiltethetdk, és tovabbi technikak igénybevételével végso
soron lehetséges genetikailag atalakitott allatok létrehozasa. A folyamatos tenyészetben tartott pluripotens
Ossejtek kutatdsa ma egy kurrens teriilet, a differencialodas iranyitasaval kapcsolatban. Fontos szerepe van ennek
a kutatasi objektumnak a szdvetregeneracios folyamatok megértésében és a majdani Ossejtterapias eljarasok
kifejlesztésében.

A human embriondlis dssejtek izolalasat, sejtvonalak létrehozasat, kutathatosagat szigoru nemzetkozi és nemzeti
szabalyok alapjan végzik a kutatok. A szabalyozasban figyelembevett etikai megfontoldasok arra iranyulnak, hogy
az emberi személy méltosagat biztositsak, amely egy nagyon korai ponttol kezdve az emberi embriot is megilleti.

Posztimplantaciés stadium

A fejlodési események tanulmanyozasa a posztimplantacids periddusban lényegesen nehezebbé valik, mivel
ilyenkor az embrionak mar a placentara is sziiksége van. Még ma is csekély a tudasunk az anya és a magzat
placentan keresztiili kapcsolatardl az embrionalis fejlddés soran. Ez is oka annak, hogy mind ez ideig nem sikertilt
a placenta funkcioit in vitro ellato eszkozt, modszert kifejleszteni, vagyis mesterséges placentat 1étrehozni.

Ez régi targya pedig az emberi képzeletnek. Aldous Huxley hires utopisztikus regényében, az 1932-ben megjelent
Szép uj vilagban (Brave New World) leir egy ipari méretii, embereket el6allito iizemet, ahol mesterséges koriilmények
kozétt, hatalmas iivegedényekben, in vitro fejlddnek az embriok egy folyamatos gydrtosoron. Ett6l szerencsére
nagyon messze vagyunk, és szerintem soha nem is lesziink képesek ilyen modon szaporodni.

A teljes embrionalis fejlédést nem tudjuk reprodukalni in vitro még az egerek és a patkanyok esetében sem, annak
ellenére, hogy ezek az embriodk kis méretiik és kifordult helyzetiik2 miatt in vitro munkara viszonylag kedvezobb
lehetdséget nyujtanak. A patkany és az egér a fejlodésiik beagyazddast kovetd kozépsé periodusaban olyan
szakaszon mennek 4t, amikor a dus erezetii szikzacskojuknak nagyobb szerepe van az embri6 taplalasaban,
mint a placentanak. Emiatt ebben a szakaszban a szikzacskdval egyiitt izolalt fejlodé embriok in vitro akar tobb
napig is fenntarthatok, és benniik tanulmanyozhatdok pl. a szervfejlodés 1ényeges 1épései. Technikailag ezt Ggy
érhetjiik el, hogy a méhbol kiemelt embrio koriil megfeleld médiumot aramoltatunk akar a tartoedény forgatasaval,
akar pumpa segitségével (perifizio, vagy szuperfiizio).

Ha az embri6 elég nagy méretli ahhoz, hogy a kéldokerei kaniilézhetdek, akkor ezeken keresztiil perfuzid révén
¢letben tarthatod lényegében barmilyen allat esetében. Természetesen ebben az esetben a perfuzios rendszerekre
érvényes korlatozo tényezok valnak meghatarozova.

2 A szdhasznalat magyarazatat |. az embrioldgia tankonyvekben.
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Kombinalt modszerek

Mivel az in vitro kisérletek végsé célja az in vivo folyamatok teljes bonyolultsagukban valdo megismerése és
megértése, nem meglepd, hogy az utdbbi idében névekvd szamban végeznek kisérleteket a komplex rendszerek
in vitro Gjraépitésére. Sorra sziiletnek olyan modszerek, amelyekkel az egyszeriibb komponensekbdl bonyolultabb
in vitro rendszereket hoznak 1étre, melyek kozelebb allnak az in vivo allapothoz, a szervezetben 1év6 haromdimenzios
szerkezethez.

Helyre lehet példaul allitani szovettenyészetekben a sejtek korabban in vivo megvolt polaritését3. Az in vitro
szuszpenzidban tartott, de in vivo szoros szoveti kotelékben egymashoz tapadva €16 sejtek szuszpenzios tenyészetben
bizonyos id6 mulva Gjra egymashoz tapadnak. Ezek az tigynevezett reaggregacios szuszpenziés kultirak, a
benniik 1étrejott sejtaggregatumok pedig az ugynevezett organoidok vagy szferoidok (5.9. dbra). A pluripotens
embrionalis Ossejtekbol keletkezd szferoidokat az angol nyelvii irodalomban az ,,embryoid body” névvel illetik.
Tobbek kozott jol vizsgalhaté benniik, hogy hogyan alakulnak ki a sejtkapcsolo szerkezetek, a sejtek kozotti
kolcsonhatasok, a sejtek egytittmiikodése. Napirenden van a szovetek rekonstrukcioja, intercellularis matrix
anyagokkal valo kombinacidjuk Iétrehozésa. Ilyen mddon haromdimenzids tenyészeteket alakithatunk ki. Kisérletek
folynak a sejtek in vitro differencialtatasara, szovetek, szervek in vitro kifejlesztésére.

5.9. abra. Eml6 hamsejtek tenyészetébdl 6sszeallt szferoid

A legtijabb trend az in vitro technikak alkalmazasaban, hogy egyre nagyobb mértékben jelennek meg a modern
molekularis biologia, immunologia, genetika és fejlodésbiologia (ij mddszereivel vald kombinacidik. A folyamatosan
novekvé modszertani repertoar a szovettenyészeti sejtek milkodésének atmeneti, vagy tartds genetikai
befolyasolasatol a genetikailag modositott allatok 1étrehozasan at az ilyen allatokbol szarmazé szervek, szovetek,
sejtek in vitro vizsgalataig terjed.

Az egyre szélesedd lehet6ségek sok forrasbol taplalkoznak. Elméleti alapjukat tobbek kozott az 1960-as évek
elején békakon végzett kisérletek teremtették meg. Hosszu ideig az embrionalis fejlodés nagy kérdése volt, hogy
a totipotens zigo6tatol a specializalt felndtt sejtekig zajlo differencialodas vajon visszafordithato-e? John Gurdon
brit kutatonak sikeriilt kimutatnia azt, hogy ha a petesejt sajat sejtmagjat specializalt sejtekbdl (pl. hamsejtek,
neuronok) kivett sejtmaggal helyettesitjiik (nuklearis transzplantacio) akkor szamos esetben teljes értékil
szaporodoképes béka fejlddhet ki belble. Ezzel bizonyitotta valt egyrészt az, hogy a differencialédas soran nem
veszik el genetikai anyag (bar ez alol vannak ritka kivételek), masrészt az is, hogy dedifferencialodas révén
lehetséges a totipotencia visszanyerése. Ezeket az eredményeket csak az1990-es évek kdzepén tudtak emlésokben
reprodukalni.

A nuklearis transzplantacié segitségével valé klénozas révén valt lehetdvé valt a hires Dolly nevii birka sziiletése
(1996-2003). Ian Wilmuth skot kutato és az altala feliigyelt kutatocsoport egy felndtt birka emld hamsejtjeibol
késziilt sejttenyészet sejtjeibol sejtmagokat nyert. Ezeket sejtmagjuktol megfosztott (enuklealt) érett petesejtekbe
iiltették. Tobb szaz ilyen transzplantaciot végeztek. Az in vitro kifejlédott korai (preimplantacids) embridkat
hormonalisan elékészitett* befogado anyabirkdk méhébe iiltették. A megindult terhességek nagy része abortuszhoz,
vagy sulyos rendellenességgel vilagra jott 0jsziilotthoz vezetett, de egy koziiliik teljesen normalisnak mutatkozott.

A polaritas kifejezés itt azt jelenti, hogy a sejt egyes régioi és teriiletei (doménjei) eltéré feladatok ellatasara differencialodnak. Tipikus
polarizalt sejtek a hamsejtek (csucs-, oldalso-alapi doménekkel), valamint az idegsejtek (cstcsi doménjiik a neurit, alapi doménjiik a sejttest
és a dendritek). Tovabbi részleteket 1. a sejtbiologia tanulmanyokban.

4 A részleteket 1. az anatomiai és élettani tankonyvekben.
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Ez volt Dolly, amelynek megsziiletése bizonyitotta, hogy nincs elvi akadalya az emldsok klonozasanak egyetlen
egyedbdl szarmazo testi sejtek sejtmagjanak enuklealt petesejtekbe valo beiiltetése révén (5.10. bra).
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5.10. abra. Az emldsok klonozasanak modszere Dolly, a birka példajan.

In vitro technikak kombinacidja altal 1étrehozhatok tigynevezett mozaikos allatok vagy kimérak. Ezek kiilonb6z6
genetikai készlettel bird sejtekbol, akar két kiilonbozo faj sejtjeibol 1étrejott egyedek (interspecifikus kimérak). Az
egyik faj blasztocisztajanak ICM sejtjei kdzé egy masikbol kivett ICM sejtek, vagy tenyészetben tartott embrionalis
Ossejtek (ES sejtek) injektalhatok. Ha a két faj kelléen kozeli rokonsagban van, akkor az ilyen allat kifejlédve
egészséges egyedkeént élheti életét. Ez a helyzet pl. a kecske-birka kiméra (goat-sheep: geep) esetében.

Amint azt korabban mar emlitettem, a tenyészetben tartott ES sejtekbe molekularis modszerekkel gének épithetdk
be, vagy egyes gének kilithetok. A genetikailag modositott ES sejteket a kimérakéhoz hasonld technikaval
beiiltethetjiik a blasztociszta ICM sejtjei kdzé. A beépiilt sejtekkel fejlodé embridk egy részében a modositott sejtek
utddsejtjei bekeriilhetnek az ésivarsejtek kozé. Ilyen esetben genetikailag modositott ivarsejtek johetnek létre,
amelyek révén genetikailag tartésan médositott (transzgénikus) allattorzs hozhat6 1étre.

Az emberi dssejtek embriologiai felhaszndldsdval kapcsolatban rengeteg etikai kérdés vetddik fel. Evrdl ma is
sokretii es élénk vita folyik, amelynek oridasi irodalma van. Ennek eredményei idordl idore tudomanyos és tarsadalmi-
politikai dokumentumokban, sot torvényekben is megjelennek. A jogi szabdlyozds bizonyos részleteket illetden akar
orszdgrol-orszagra is eltérd lehet. Altalinos egyetértés van szamos kérdésben, pl. dllat-ember kimérdk
létrehozasanak, vagy az emberi embriokkal valo in vitro kisérletezésnek a tilalmarol.

Az elmult évtized kdzepén Shinya Yamanaka japan kutato és kollégai ujabb jelentds eredményt értek el a sejtek
in vitro differencialodasanak tanulmanyozasaban. BOrbdl szarmazo, tenyészetben tartott fibroblasztokba ES
sejtekben aktiv transzkripcios faktorokat juttattak. A kezelés hatasara a fibroblasztok hasonlova valtak az ES
sejtekhez, visszanyerték pluripotenciajukat és ujra képesek lettek specializalt sejtekké differencialodni. Ezeknek
az un. indukalt pluripotens sejteknek (induced Pluripotent Stem cells, iPS sejtek) a Iétrehozasaért Yamanaka kapta
a 2012. évi orvosi Nobel-dijat, John Gurdonnal megosztva, akinek a békakon végzett dedifferenciacios kisérletei
az elméleti alapokat fektették le. Az iPS sejtek a kutatas és az alkalmazas teriiletén egyarant 01j korszakot nyitnak.
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Soksejtliekbdl izolalt talélé rendszerek vizsgalata: in vitro (ex vivo)
modszerek

Kiilondsen elényos sajatossaguk az, hogy alkalmazasukkal kapcsolatban az ES sejtekkel szemben minimalisra
csokkennek az etikai problémak.

Az 1j eredmények alapjan egyre lendiiletesebben fejlodik egy sokrétii ij kutatasi és alkalmazasi iranyzat,
amelyet ,, Tissue Engineering and Regenerative Medicine” névvel illetnek az angol nyelvii irodalomban. Ez még
a fentieknél is tobbféle diszciplina egyiittmiikodésével dolgozik, és elsésorban a gydgyaszati iparban vald
felhasznalasra koncentral. Ide tartoznak pl.:

* in vitro modszereken alapuld biomedicinalis alkalmazasok ¢€s fejlesztések ipari méretekben;

* biokompatibilis anyagok és bioaktiv vegyiiletek fejlesztése, gyartasa;

« genetikailag modositott sejtek szaporitasa és felhasznalasa biologiai hatdanyagok ipari méretii eléallitasara;
* immundiagnosztikai s terapias modszerek €s eszkozok fejlesztése és gyartasa;

» Ossejtek terapias felhasznalasanak fejlesztése szovet- és szervregeneracio céljaira;

 abiomedicinalis fejlesztés és ipari tevékenység informatikai hatterének kialakitasa.

Szubcellularis in vitro rendszerek

Az eddigiekben ismertetett kisérleti rendszerekben a miikodési alapegység a sejt volt. Kiilonb6zé modszerekkel a
sejteket, szoveteket szubcellularis alkotdrészeikre is szétbonthatjuk, és a szeparalt részeket tovabb mitkodtethetjiik.
Az igy létrejott szubceellularis in vitro rendszerekhez képest az in vivo allapotot az intakt sejtek képviselik. Az
altalanos szohasznalat szerint tehat ha egy szdvettenyészet sejtjeibdl mitokondrium frakciot hozunk Iétre, akkor
az utdbbihoz képest az eldbbit in vivo allapotunak tekintjiik. A sejtalkotokat tartalmazo szubcellularis in vitro
rendszereket elsé kozelitésben két szintre érdemes osztani, organellaris és komplex makromolekularis
rendszerekre. Az utobbiak mar inkabb a biokémia targykorébe tartoznak.

Maguk a szubcellularis in vitro rendszerek és a 1étrehozasukra alkalmazott modszerek igen sokfélék, részletesebb
ismertetésiik messze talhaladja ennek az 6sszefoglalonak a lehetdségeit. Emiatt csak itt a bevezetd részben, rovid
Osszefoglalds formajaban foglalkozunk veliik.

A szubcellularis alkotorészek kinyeréséhez, a sejtek szétdarabolasira hasznalt eljarasok lehetnek pl.: a
turmixoldshoz hasonld homogenizalasnak nevezett eljaras, ozmotikus sokk (ozmotikus kipukkasztés), ultrahanggal,
vagy detergenssel torténd dezintegralas, fagyasztas és felolvasztis. Az Gsszeteviket szintén sokféle modszerrel
valaszthatjuk el egymastol. Organellumok esetében leginkabb eltejredt a differencialis iilepités (leggyakrabban
centrifugalds). Ennek segitségével pl. elkiilonithet6k és igy onalléan vizsgalhatok mitokondriumok, Golgi- és
endoszomalis elemek, lizoszomak, az endoplazmas retikulumboél szairmazé membranpreparatum, sejtmagok stb.

Makromolekularis rendszerek esetében felhasznaljak a biokémidban alkalmazott szeparacios technikék teljes
tarhazat, tobbek kozott elektroforetikus, kromatografias ¢s immunszeparacios modszereket’. A szeparalt dsszetevoket
megfeleld 0sszetételben, komplex molekularis folyamatok megismerésére vagy akar rutinszerii lebonyolitasara
hasznaljak. Sz¢les kdrben alkalmazzak pl. a retikulocitabol (vorosvértestekbol), vagy buzacsirasejtekbdl izolalt in
vitro transzlacios rendszert, DNS-t és RNS-t sokszorozd, processzalo, proteaszomakat tartalmazo lebonto, apoptotikus
folyamatokat® reprodukal® in vitro rendszereket.

A szupracellularis és szubcellularis in vitro rendszerek kozege gyokeresen kiilonbozik egymastol. Az extracellularis
(intercellularis) és az intracellularis térben 1évé folyadék Gsszetétele kozott mar az alapvetd ionok mennyiségében

srer

intracellulrisan és nagy extracellularisan, mig az utobbi esetében forditott a helyzet (V1. tablazat).

A szubcellularis rendszerek nem tekintheték valodi él6 rendszereknek, mivel az életjelenségeknek csak
rendkiviil szik korét mutatjak. Mikodési idejiik meglehetésen rovid, altalaban percek vagy orak. Ennek egyik {6
oka az, hogy az ¢él0 sejtben az organellaris és makromolekularis komponensek szinte kivétel nélkiil a folyamatos
keletkezés és pusztulds, megujulas (turnover) allapotaban vannak. A turnover fenntartasa in vitro nem torténik
meg, mert ehhez a teljes intakt sejtre sziikség van. Emellett a szubcellularis javitorendszerek is csak in vivo
miikddnek. Ilyen mdédon a karosodasok okozta hibak gyorsan felszaporodnak és a rendszer mitkodésének
leromlasahoz vezetnek.

5 Ezeket részletesen 1. a biokémiai és immunolégiai tanulmanyokban.
® lasd. sejttani és molekuldris sejtbiologiai tankonyvek.
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Az in vitro rendszerek mikodésének altalanos
feltételei

Tisztasag és sterilitas

A szervezetbol kiszakitott allati testalkotok nem rendelkeznek a fert6zésekkel szemben megfelelé
védekezomechanizmusokkal. Emiatt a virusokkal, baktériumokkal és gombakkal valé fert6zés enyhébb esetben
befolyasolhatja a kisérleteink eredményeit, stlyosabb esetben pedig teljesen tonkreteheti a munkénkat, és a
tenyészeteink pusztulasdhoz vezethet.

Ha a kisérleti rendszeriinket kozvetlentil az €16 allatbdl alakitjuk ki, fontos szem el6tt tartanunk, hogy a fert6zés
legerésebb forrasa altalaban maga a kisérleti allat. Kiilonos figyelmet kell szentelniink tehat a tisztasagra.

Alapvetd kiindulopontként kezelhetjiik azt a megfigyelést, hogy amennyiben egy in vitro kisérleti rendszerben
elindul a bakterialis szaporodas, az mar néhany 6ra mulva karos mennyiséget ér el. A gyakorlati tapasztalatok
szerint két oranal hosszabb ideig miikodo in vitro rendszerrel célszeri steril koriilmények kozott dolgozni.
EmlGsok esetében elsddleges fert6zési forras a sz6r. Mtéti jellegii beavatkozasok esetén, pl. a mell- vagy a hasiireg
felnyitasa el6tt ennek elézetes leborotvalasa és a bor alkohollal vald fert6tlenitése ajanlatos. Szerveknek vagy
szoveteknek a testb6l valo kivagasakor kiilondsen vigyazni kell a gyomor és a vastagbél sériilésének az elkeriilésére.
A szerveket és szdveteket célszerti antibiotikum és antimikotikum’ keverékét tartalmazo steril fizioldgias oldatba
(1. alabb) kivenni.

A fejlddés abba az iranyba halad, hogy egyre tobb egyszer haszndlatos steril eszkozt gyartanak, mindig maradnak
azonban olyanok, amelyeket magunknak kell sterilizalnunk. A tisztasag konnyebb megtartdsa érdekében érdemes
elkiilonitetten tartani a rendszeresen egyazon célra hasznalt eszkozoket. A sterilizdlas elott detergenstartalmu és
mikrobadlé oldatban aztatast, mosogatdast, ezutan csapvizzel haromszor nagyon alapos 6blitést, majd egyszeresen
és kétszeresen desztillalt vizben valo 6blitést alkalmazzunk. Szaritoszekrényben térténd szaritas utan célszerii az
eszkozoket pl. erdsebb rostozatu papirba, vagy aluminiumfoliaba csomagolni, és ilyen modon helyezni a
sterilizatorba.

Az eszkozok sterilizalasara kisérleti bioldgiai laboratdriumban altaldban kétféle modszer all rendelkezésre:
autoklavozas és hélég-sterilizalas. Mindkett6t erre a célra gyartott berendezésben, autoklavban illetve holég-
sterilizatorban végezziik. A kozottik a sterilizalando eszk6zok hoétiirése alapjan valasztunk. Ha errdl nincs
elézetesen biztos tudasunk, akkor célszerli egy minta segitségével probasterilizalast végezni. Féleg a milanyagokkal
kell vigyazni, mivel el6fordulhat, hogy akar a holég-sterilizatorbol, akar az autoklavbol deformalodott, Gsszeolvadt,
hasznalhatatlan eszkdzok kertilnek ki. J6 hétlird képességiiek pl. az tiveg- és fémeszk6zok. Ezeket altalaban 160—180
°C-on fél, egy 6ran at tartjuk hélég-sterilizatorban. Mas eszk6zoket, pl. gumicséveket, dugokat, milanyag kupakokat,
ilyen anyagt kiegészitokkel ellatott iivegszerkezeteket, pipettacsiicsokat, magneses keverdbotokat, steril sziiréket,
valamint a héérzékeny komponenseket nem tartalmazo oldatokat autoklavozzunk. Ez nedves kornyezetben 121
°C-ra, nyomas alatt (100 kPa) t6rténdé 20-30 perces felhevitést jelent.

Héérzeékeny Osszetevoket, ho hatasara elbomlo vegyiileteket tartalmazo oldatokat altalaban sziiréssel sterilizalunk.
A rutinszer(i eljaras a 0,22 pm pérusatméroji cellulozacetat sziirélemezen valé nyomas, vagy szivas révén valo
atpréselés. A 0,22 um lyukméretli sziird a baktériumok és gombak eltavolitasara alkalmas, de nem sziiri ki a
virusokat. Ezt a 10 nm-es nagysagrendbe esé részecskéket visszatartd igynevezett ultrasziirékkel lehet elérni.
Virusmentesitésre kiilondsen gyogyaszati felhasznalasii fehérjetermékeknek sejttenyészetek révén torténd
eléallitasakor van elengedhetetleniil sziikség. Enyhe, de nehezen észlelhetd és makacs problémat jelent a
sejttenyészetekben a Mycoplasma fertézés, amelynek detektalasara és kiirtasara kiilonféle cégek kinalnak
termékeket.

A sterilizalas kiilonleges modja a y-sugarzassal valo kezelés, amit foként hére lagyuld miianyag eszkdzok esetében
hasznélnak.

7 Baktériumok és gombak szaporodasat gatlo szerek.
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A sterilitas biztositasanak modszerei dontoé befolyast gyakoroltak az in vitro modszerek elterjedésére. Ennek
megfeleléen az elsé nagy fellendiilés az antibiotikumok tapkéozegekben valo alkalmazasanak volt készonheté az
1940-es években. Még ennél is jobban segitették az in vitro modszerek elterjedését az eredetileg mikroelektronikai
célokra kifejlesztett levegdsziiré rendszerek. Ezek segitségével feleslegessé valt a korabban faradsagosan fenntartott
és nehézkesen miikodtethetd steril szobdk alkalmazasa.

A levegosziiré berendezések a bioldgiai laboratériumokban leggyakrabban laminaris bokszoknak nevezett
fiillkék formajaban jelennek meg. Az ugynevezett HEPA (High Efficiency Particulate Air) filteren atsziirt levegd
altalaban nem tartalmaz 0,3 um-nél nagyobb részecskét. A 1égaramlas szempontjabol alapvetden két 6 tipusukkal
talalkozhatunk. A horizontalis bokszban a sziirt levegd hatulrol elére, a munkat végzével szemben aramlik (5.11.
és 5.12. abra). Ez az elrendezés hatékonyan védi a tenyészeteket a fert6zéstdl, mindenfajta szennyezés kiviilrol
val6 bejutasatdl. Nem védi viszont a dolgozodt a tenyészetb6l szdrmazhat6 karos hatasoktol. Az ilyen fiilkében
végzett munka egyik alapszabalya, hogy nem steril dolgok nem keriilhetnek a nyitott tenyészetek moge. Az ilyen
fiilkéket leginkabb eldkészité munkara, pl. tdpoldatok készitésére érdemes hasznalni.

A ténylegesen szovet- €s sejttenyészetekkel valdé munkara, kiilongsen emlds és leginkabb féemlds és emberi sejtek
esetében ajanlott az Ggynevezett vertikalis aramlasu fiilkék hasznalata. Ezeknek a védettség novekvé mértékét
biztositd valtozatai allnak rendelkezésre azon esetekre, ha tenyészetekben pl. toxikus anyagokat teszteliink, esetleg
benniik kérokozok (pl. virusok) fordulhatnak eld. Hasznalatukat a veszély mértéke szerint hatosagilag
megfogalmazott szabalyok irjak eld. A legegyszertibb vertikalis fiilkében egy félig lehuzott eldablak alatt csak a
dolgozo6 keze jut be a steril térbe, és a levegd ki- és bearamlasanak megakadalyozasara a munkaasztal kiilsé pereme
mentén nagyobb intenzitasu kiegészitd elszivast alkalmaznak (5.13. abra). Az ilyen boksz védi a dolgozot attdl,
hogy pl. a pipettazas, vagy atontés révén ohatatlanul bekdvetkez6 porlasztassal keletkezett apro médiumcseppek
a laboratdérium levegdjébe vagy belélegzéssel a szervezetébe jussanak. Fokozottabb veszély esetén ugynevezett
bioprotektiv boksz hasznalata ajanlott. Ennek megemelt pereme €s a labor 1égtere felé nagyobb biztonsagot nytijtd
szlirGje van (5.14. abra). Ezt a kimenetet a laborbdl ki is vezethetik. Sulyos veszélyt jelenté agensekkel vagy
szerekkel csak teljesen zart, specialis elszivassal kiegészitett fiilkében szabad dolgozni (5.15. abra).
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5.11. abra. Horizontalis légaramlast laminaris boksz. A sotét nyilak a nem steril, a vilagosak a szlrt steril levegd
aramlasat jelzik

5.12. abra. Horizontalis laminaris boksz, benne bal oldalon gazégo égetéses sterilizalashoz, jobb oldalon kiviil
nitrogénes palack, nyomassal torténd sziiréshez
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5.13. abra. Vertikalis 1égaramlast laminaris boksz. A peremelszivas a karos anyagok fiilkébol valo kiaramlasat
akadalyozza meg. So6tét nyilak: nem steril levegd, vildgos nyilak: steril levegd
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5.14. abra. Vertikalis légaramlasu ugynevezett bioprotektiv laminaris boksz megemelt peremmel és a kdrokozok
kijutéasa elleni patogén sztir6vel. S6tét nyilak: nem steril levegd, vilagos nyilak: steril levegd

183

render

> http:// www.renderx.com/



render

Soksejtiiekbdl izolalt tt1él6 rendszerek vizsgalata: in vitro (ex vivo)
modszerek

slszivoba

eidszird )

finomszlird ekl N - — e10s20rd

A 199 Q¢

3 N
bejarati kipdrati
kesztylben vegzodd

munkanylidsok

]

5.15. abra. Teljesen zart biztonsagi fiilke elolrél (fent) és oldalrol (lent)

A homérséklet

Az in vitro koriilmények kivalo lehetdséget biztositanak a kiillonbdzo szervekben és szovetekben zajlo sejtbiologiai
és fiziologiai folyamatok hdmérsékletfiiggésének vizsgalatara.

Az in vitro kisérleti rendszeriinket leggyakrabban olyan hdmérsékleten miikddtetjiik, amely megegyezik az in vivo
miikddésiik hémérsékletével. A homoioterm, vagy endoterm allatok (pl. emldsok, madarak) energiatermelése
elég hatékony a viszonylag magas konstans testhdmérséklet fenntartasahoz. Ez az emldssejtek esetében a legtobbszor
37 °C. Bizonyos szovetek tenyészetei, pl. a bérbdl vagy a testisbdl szarmazé mintdk szamara az alacsonyabb
hémeérséklet (30-32 °C) a fiziologias.

Madarakbdl szarmazo sejteket kivanatos lehet 38,5 °C-on tartani. A t6bbi gerincesbdl (hiillok, kétéltiiek) vagy
rovarokbdl szarmaz6 szovetek jobban szeretik az alacsonyabb héfokot, és a legtobb halbol szarmazoé sejt szdmara
nem kedvezd mar a 20 °C f616tti hdmérséklet sem. A hdmérséklet ndvekedése, akar csak néhany fokkal is, veszélyes
¢és karos lehet. A 40-42 °C mar hésokkot jelent, amit a sejtek altaldban talélnek, ha nem tart tovabb mint 12-24
ora; 45 °C azonban mar néhany ora alatt elpusztitja dket.

Altaldban sokkal jobban toleraljak a sejtek a hiitést. A 37 °C-os optimumu tenyészetekben a miikodés, beleértve
a tenyészet ndvekedését is, 2022 °C-ig a molekuldris kinetikai paraméterekkel megegyez6 modon csdkken a
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hémérséklet csokkenésével. Ebben a tartomanyban hirtelen valtozas torténik a membranfluiditasban, a membranok
mintegy befagynak. Ez a normalis fluiditashoz kdtott membranfunkciok, mint pl. az endocitozis gatlasahoz vezet.
Tovabbi hiités utdn a megmaradé mitkodések ismét molekularis kinetikai szabalyok szerint csokkennek egészen
a vizes kozeg fagyasaig. A hités a fagyaspontig altalaban nem befolyasolja a sejtek életképességét és reverzibilis
hatasu.

Az alacsonyabbrendii gerincesek és a gerinctelenek testhdmérséklete alapvetden a kornyezetiiknek megfeleléen
valtozik (poikilotermek vagy ektotermek). A veliik val6 kisérletezéskor tehat a természetes kornyezet homérsékletét
kell figyelembe venniink. A heteroterm allatok olyan endotermek, amelyek a periodikusan valtoztatott
testhomeérsékletiiket tartjak allando szinten (pl.a téli almot alvo allatok télen, a denevérek nappal, a kolibrik éjjel
tartjak alacsonyabban testitk hdmérsékletét). Mindez azzal jar, hogy a membranjaik fluiditasat a foszfolipidek
zsirsavosszetételének valtoztatasaval médositjak. Erdekes meggondolnunk, hogy pl. a sarkkorhoz kozeli vizekben
¢16 halakbol szdrmazé sejtek tenyészetét a jégszekrény homérsékletén kell tartanunk. Eppen azért van a hideg
vizben €16 halakban sok tobbszordsen telitetlen zsirsav, mert azok segitségével tartjak fenn membranjaik fluiditasat.

Az egyszerl fagyas azonnal elpusztitja a sejteket, mivel a nagymeéretiire novekvo jégkristalyok irreverzibilisen
karositjak a membranokat. Emiatt talaljuk pl. sokkal puhabbnak a felolvasztott fagyasztott hust a friss htisnal.
Az ugynevezett krioprotektiv anyagokkal (pl. glicerin, dimetil-szulfoxid) elérhetjiik, hogy a jég mikrokristalyos
formaban fagyjon meg. fgy a membranok épek maradnak, és ha a megfeleléen kidolgozott eljarast kovetjiik a
fagyasztasra és felolvasztasra, akkor a sejtek Ujraéleszthetdk lesznek. Ez kisebb soksejtiiekkel (pl. a fonalféreg,
Caenorhabditis elegans) is megvalosithato. A fagyasnak természetes €l6helyiikon rendszeresen kitett €161ények
onmaguk szamara termelnek a jégkristalyok karos mérettire novekedését kivédo krioprotektiv anyagokat. Elvileg
nagyobb allatok esetében is lehetségesnek latszik a vér teljes testben valo lecserélése perfuzio révén krioprotektiv
anyagot tartalmazé folyadékra. Itt a legnagyobb gondot az jelenti, hogy a vér eltavolitasa kézben hipoxias allapot
jon 1étre, ami irreverzibilisen karositja foként az agyat és a szivet. Hiitéssel elvileg csdkkenthetd az oxigénigény,
amit pl. a sziv és a transzplantaciohoz hasznalt mas donorszerveknél rutinszeriien alkalmaznak. A teljes test és
kiilondsen a kozponti idegrendszer 26 °C ald hiitése azonban komoly veszélyeket rejt magaban. Mind ez ideig nem
talalkoztam olyan tudomanyos kdzleménnyel, amely akar egy egér esetében bizonyitotta volna az allat lefagyasztasa
utani sikeres felélesztését.

Rutinszerii viszont a fagyasztas szovet- €s sejttenyészetek vagy ivarsejtek és korai, preimplantacios embriok
tarolasaban. A eljaras, vagyis a fagyasztassal valo megorzés (cryopreservation) részletei az objektumtol fliggéen
valtozoak, de néhany altalanosan érvényes jellegzetességet érdemes Osszefoglalni. A krioprotektiv anyagot
(5-10%, pontos mennyisége a lefagyasztandd mintatol fligg) friss médiumban oldjuk. Megfeleld higitasban ebbe
juttatjuk a fagyasztando sejteket.A sejtszuszpenziot korabban iivegampullaba pipettaztuk, ma mar inkabb erre a
célra késziilt, csavaros kupakkal ellatott miianyag tarolocsdvekbe (cryovials), rendszerint 1 ml koriili térfogatban.
A fagyasztast kezdetben (70 °C-ig) lassan (nagyjabol 1-3 °C/perc sebességgel) kell végezni. Az optimum pontos
értéke sejjtipustol fiigg, nagyobb objektumokat lassabban kell hiiteni. A pontos hiitési sebesség biztositasahoz
draga programozhatoé késziilékek kaphatok.

Faradsagosabb és tobb kockazattal jaro, de olcsobb modszer, ha hdszigetel anyagba csomagoljuk a mintakat, és
igy helyezziik -70 °C-os hiitdbe. Erre a célra legjobban bevalt az, ha néhany cm vastagsagu polisztirol dobozt
hasznalunk, és tapasztalati alapon kivalasztjuk a legjobb falvastagsagit. Néhany ora mulva a -70 °C-rdl egy
adapterbe applikalva folyékony nitrogént tartalmazé taroléedényekbe helyezziik a csdveket. Itt hosszu tavu,
akar évekig tartd tarolasra is mod van (5.16. abra). A folyékony nitrogén fol6tti gaztérben a magassagtol fliiggéen
-140 — -180 °C-on, mig a nitrogénbe meriilve -196 °C-on tarolhatjuk mintdinkat (5.16-5.19. abra). A felhasznalas
el6tti felmelegitésnek a hiitéssel ellentétben gyorsnak kell lennie. A tarolocsdvet 37 °C-os vizbe dobjuk, vigyazva,
hogy egy esetleges robbanas nehogy sériilést okozzon. Ez akkor fordulhat eld, ha az edénybe a cs6 bezardsanak
hib4ja miatt folyékony nitrogén jut. Haszndjunk véddszemiiveget és fed6t a 37 °C-os vizfiirddhoz. A felolvasztott
mintat tizszeresre higitjuk friss tenyészoldattal. Mivel a sejtek érzékenyek a krioprotektiv anyagra, minél gyorsabban
ki kell higitanunk a fagyaszté médiumot normalis médiummal. Centrifugdlas utdn még ezt is cserélni kell, miel6tt
megfeleld higitasban a tenyésztést elkezdjiik. A folyamatos sejtkultirak hasznalata soran figyelni kell hogy mindig
megfeleld allapotu (nem tl hosszan tenyésztett, jol tartott, fert6zésmentes) sejteket fagyasszunk le megfeleld
mennyiségben. A tarolt sejtek megfeleld adminisztracioja is fontos kérdés a sokszor évekkel késobbi felhasznalas
miatt.
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Dewar edény
folyekony nitrogén ampulla tartd

5.16. abra. A folyékony nitrogénes tarolé6 Dewar-edény és ampullatartd vazlatos rajza

5.17. abra. A lefedett Dewar-edény, oldalt két fiillel a szallitashoz

—

5.18. abra. A fedo alatt nagyméretii, lazan illeszkedé dug6 talalhato
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5.19. abra. A kiemelt nagyobb atmérdjii tarolohengerben helyezkednek el a sejteket tartalmazo csdvek

Az in vitro rendszerek vizes kozegeinek alapvetd
tulajdonsagai

A viz

Az in vitro rendszerek médiumanak legfontosabb komponense a viz. Ha a kdzegnek akar csak egy részét magunk
készitjiik, a felhasznalt vizzel szemben tamasztott alapvetd kovetelmény, hogy megfelel6 tisztasagu és ezen beliil
mindenekel6tt toxikus anyagoktél mentes legyen. A tapasztalatok szerint a toxikus anyagokat nem tartalmazoé
iivegbol késziilt desztillaloban haromszorosan desztillalt ivoviz mindségli csapviz megfelel ennek a kdvetelménynek.
Adott koriilmények kozott a rendelkezésre alld viz mindségébdl kiindulva a helyi sajatossagoknak megfeleld
tisztitasi eljarast kell alkalmazni. Ahol nagy tisztasagu vizre nagyobb, pl. lizemi mennyiségben van sziikség, esetleg
specialis technoldgiai eldirasokat kell kdvetni, ott tobbféle tisztitasi 1épésbol rendszerré szervezett viztisztito
rendszereket hasznalnak. Ebben szerepelhet tobbek kozott tobbféle sziirés, elektromos ionmentesités, ioncsere,
aktiv szenes kezelés, reverz ozmozis. A kereskedelemben kaphatok komplex viztisztitdé berendezések, amelyek
laboratoriumi felhasznalasra alkalmas kiilonb6z6 mindségli viz kisebb mennyiségben valo eldallitasara alkalmasak.

Fontos megjegyezni, hogy a tiszta viz ugyan elvileg semleges pH-j0, de a laboratoriumban tarolt desztillalt vizbe
a levegdbodl CO, oldodik be, amitdl az enyhén savassa valik.

A médiumok két altalanosan érvényes alapparamétere: az ozmotikus
koncentracio és a pH

A médiumok altalanosan fontos paramétere az ozmotikus koncentraciojuk. Ennek értéke az 6sszes ozmotikusan
aktiv — tehat hidratburokkal rendelkezé oldott — alkotd koncentracidjatol fiigg. A soksejtiiek extracellularis
kompartimentumaira atlagosan jellemzé a 295 mOsmol/kg koriili érték. A sejtek meglehetsen jol birjak az
ozmotikus koncentracio valtozasat, akar £20%-os eltérést is képesek karosodas nélkiil toleralni, ha az nem hirtelen
torténik.

A kozeg optimalis pH-ja a semlegeshez kozel all, de a legtobb szovet- €s sejttipus esetében altalaban az igen enyhén
viselkedésében mar néhany tized pH-érték-valtozas is észlelhetd lehet. Az életképesség valtozasaban altalaban
még nem jelentkezd, toleralhaté tartomany 6,8—7,6 kozott van. Ezen tuli értékek esetében a sejtek pusztulasa
varhato.

A pH stabilan tartasat pufferrendszerek végzik. Mennyiségileg az egyik legfontosabb a hidrogénkarbonat
(CO32'/HCO3'/H2CO3) rendszer, amelynek miikodése szoros kapcsolatban van a gazfazisban 1évé CO,
mennyiségével. Emellett fontos a hidrogénfoszfat (PO43 '/HPO42'/H2PO4'/H3PO4) rendszer is, €s szerepet jatszik
minden olyan molekularis alkotd, amely protondonorként vagy akceptorként képes viselkedni. Mindkét
pufferrendszer in vivo is alapvetd jelent6ségll. In vitro sokszor kivanatos lehet a pufferkapacitas olyan mértéki
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novelése, ami a természetes pufferekkel mar nem valosithato meg. Ebbdl a célbdl leginkabb a metabolikus
szempontbol inert, de a semleges pH kozeli értéktartomanyban (7,2—7,8) igen nagy pufferkapacitasi HEPES
(N-[2-hidroxietil |piperazine-N’[2-etanszulfonsav]) nevii vegyiiletet hasznaljak kiilonbdzo in vitro médiumokban.

A médiumok 6 tipusai

A legkorabban alkalmazott kozegek, kézenfekvé modon, az izolalt testrészeknek az €16 szervezetben talalhato
kornyezetébdl szarmaznak. A természetes testfolyadékoknak valdsziniileg az Osszes fajtajat alkalmaztdk mar
médiumként. Vannak kozottiik kiilonleges, specialis sejttipusok igényeit szolgald, ritkan hasznalt kozegek (pl.
szemcsarnokviz, cerebrospinalis folyadék, a szuszpenzids hasiiregi tumor kdzege /ascites folyadék/). Masok
gyakrabban, illetve altalanosan hasznaltak, igymint a vér és modositott szarmazékai, a beléle nyert szérum, a
nyirok, a vérnyirok (hemolimfa).

A természetes médiumok elonye, hogy helyes kivalasztas esetén jol megfelelnek az in vitro vizsgalt izolalt
testrészlet igényeinek. Nagy hatranyuk viszont, hogy Osszetételiik — rendkiviili bonyolultsaguk miatt — pontosan
nem ismert. Emellett kinyerésiik gyakran faradsagos, tarolasuk nem egyszert, és felhasznalhatosaguk idében
koratozott.

A természetes médiumok hatranyait elvileg kikiiszobolhetjiik akkor, ha egyszerii alkotorészekbdl magunk allitjuk
0Ossze az in vitro rendszeriink kdzegét. Az in vitro technikéakkal dolgozo kutatok régota torekednek az ilyen definialt,
vagy mas néven ,szintetikus” médiumok eldallitasara és hasznalatara. Ujabban, a sejttenyészetekkel torténd
fehérje-eloallitas igényei kiilondsen nagy 6sztonzést jelentenek a definialt, fehérjementes médiumok fejlesztésére.

Koztes allapotot jelentenek az igynevezett részben szintetikus médiumok, amelyeknek bizonyos részét pontosan
meghatarozott, kémiailag tiszta komponensekbdl, adott recept alapjan allitjuk eld, de kiegészitésképpen valamilyen
komplex természetes folyadékot (leggyakrabban szérumot) adunk hozzajuk. A kutatasi gyakorlatban az ilyen kevert
médiumokat alkalmazzak a leggyakrabban.

A médiumok fejlesztése nagyon munka- és idoigényes feladat. Nemcsak a megfelelé komponenseket, hanem azok
optimalis koncentraciojat is meg kell hatdarozni. Az idedlis médium Osszetételének elvileg meg kellene egyeznie a
soksejtiiek testének egy adott helyén, adott idében lévé mikrokérnyezet dsszetételével. A mikrokdrnyezet dsszetételét
a szervezet allando kontroll alatt tartja, amely kontroll azonban — a szervezet egészének hianydban — in vitro nem
valosulhat meg, Emiatt az in vivo dllapot tékéletes rekonstrudldsa in vitro elvileg nem lehetséges. A kozelitésre
azonban szintén elvileg korlatlan lehetéség van.

A médiumok komponensei

A boviilo élettani és sejtbiologiai ismeretek, valamint a médiumok Osszetevdit in vitro valtoztatva szerzett
tapasztalatok révén folyamatosan fejlodik a tudasunk az in vitro kozegek Osszetételérdl és a komponenseik
jelentdségérol. Ennek alapjan ma mar igen sokféle bonyolultsagh médium valasztéka all rendelkezésre a
kutatasokhoz, a gydgyaszati és ipari alkalmazasokhoz.

Kiegyensulyozott séoldatok, egyszerii médiumok rovid tavra

Az in vitro munkak soran gyakorlati szempontbdl mindig fontos volt, hogy kézegként egy adott célra a még éppen
megfeleld, legegyszeriibb osszetételii oldatot hasznaljuk. Ez a torekvés segitette elé az tgynevezett
kiegyenstlyozott séoldatok (angol szakkifejezéssel Balanced Salt Solutions: BSS) kialakitasat és széles korti
alkalmazasat. Erdekes, maig tart6 hagyomany, hogy a BSS oldatok tilnyomoérészt a kifejlesztésiikben jeleskedd
kutatok nevét viselik.

Az emldsok esetében alkalmazott legegyszerlibb oldat, amely néhany paraméterében hasonlit a természetes
kozegekhez, a fiziolégias séoldat, amit a XIX. szazad masodik felében kezdtek alkalmazni®. A fiziologias sdoldatban
csupén az extracellularis térben legnagyobb mennyiségben jelen 1évé két £6 szervetlen ion, a Na* és a CI talalhato,
az viszont megfeleld mennyiségben (154 mM) ahhoz, hogy — a két mennyiségileg legfontosabb ion mellett —
biztositsa a fizioldgias tartomanyba esé ozmotikus koncentraciot is (VL. tablazat). Nincs viszont az oldat pufferelve,
¢s emiatt a pH-értéke konnyen valtozhat. A fiziologias sooldat atmeneti médiumként jol alkalmazhato
szerveknek, szoveteknek az allatokbol valo kivételekor a vér kimosasara, kiilondsen ha ezt a 1épést hiités mellett,

8Ebben az esetben egyetlen személyhez kéthetd irodalmi hivatkozast sem talaltam.

188

http://www.renderx.com/



render

Soksejtliekbdl izolalt talélé rendszerek vizsgalata: in vitro (ex vivo)
modszerek

1-2 °C korili hdmérsékleten hajtjuk végre. Jol hasznalhatoé oldott hatéanyagok kiilonb6zé médiumokhoz kis
térfogatban (a befogaddé médium 10%-anal kisebb mennyiségben) vald hozzaadasara.

Az 1880-as években Sydney Ringer in vitro kisérletek soran egyszerti oldatokban mutatta ki tobbek kozott a K
és Ca'" ionok jelentéségét az izmok dsszehtizodasaban. Emiatt a kevés komponensii, szervetlen ionokat fiziologias
mennyiségben tartalmazo BSS-eket sokszor Ringer-oldatnak nevezik. Benniik az ionok koncentracioja pl. eml6sok,
békak vagy maés allatcsoportok igényeinek megfelelden valtozo lehet. Nincs tehat egyetlen eredeti recept, amit az
autentikus Ringer-oldatnak tarthatnank. A ringer szot idénként mar mint kéznevet hasznaljak és széles korben
fordul el6 tovabbi BSS-ek elnevezésében, gyakran mas kutatok nevével egyiitt (pl. Locke—Ringer, Krebs—Ringer,
1. alabb).

Frank Spiller Locke a XIX-XX. szdzad forduldjan szintén tobb cikkben publikalt adatokat egymastol némileg
eltérd osszetételii egyszer(i fiziologias oldatokrol. A tablazatban példaként szerepld BSS-ben mar standard komponens
a NaHCOj, ami puffer hatast, ennek az oldatnak a pH-ja tehat mar stabil, bar pufferkapacitasa nem tul nagy (VII.
tablazat).

Maurice Vejux Tyrode 1910-ben kozolte egy emldsszovetekhez ma is viszonylag gyakran hasznalt BSS leirasat
(VIL tablazat). Ebben a korabbiakhoz képest tobb érdekes valtoztatas tortént. A pufferkapacitas ndvelése érdekében
aniont Na-s6 formajaban vitte be, és emiatt a hiperozmotikus hatas kivédésére lecsokkentette a NaCl mennyiségét.
Ez a megoldas késobb altalanos mddszerré valt; ezt alkalmazzak, ha ij komponenseket nagyobb koncentracidban
kell az oldathoz adni.

Két tovabbi BSS-t érdemes még kiemelni a sok koziil, amelyek széles kdrben elterjedtek és tjdonsagot hoztak
Osszetételiikben és felhasznalasukban. Az egyik a Nobel-dijas, Hans Krebs altal kidolgozott és eredetileg 1932-
ben ko6zolt ugynevezett Krebs—Henseleit-oldat. Ebben a legnagyobb jdonsag az, hogy a pufferkapacitas
Ez 6nmagaban véve meglugositana az oldatot. Ezért a Krebs—Henseleit-puffert (az eredeti cikkben tarsszerzéként
szerepl6 Henseleit nevét gyakran elhagyjak, esetleg helyette a bikarbonat, vagy Ringer szerepel a hivatkozasokban)
a gazfazisban 1évé 5%-nyi CO, jelenlétében kell hasznalni ahhoz, hogy a pH semleges legyen. Igen gyakran a
Krebs-oldat az alapja a perfizids és szovettenyészté médiumoknak. Ilyenkor biztositani kell, hogy a gazfazisban
jelen legyen az 5%-nyi CO,. Emiatt hasznaljak a szovettenyésztésben széles korben elterjedt ugynevezett CO,
termosztatot. Ebben megfelel technikai megoldassal biztositjak, hogy a hdmérséklet és a paratartalom allandosaga
mellett a CO, szint is allando6 legyen a gaztérben.

A masik fontos BSS éppen a nagy CO,-tartalmti atmoszféra biztositasaval jar6 technikai nehézségeket igyekszik
kikiiszobdlni azzal, hogy hidrogénfoszfat pufferrendszert hasznal. Ezt az oldatot az 1950-es évek els6 felében a
szintén Nobel-dijas Renato Dulbecco dolgozta ki virologiai célokra hasznalt tenyészetekhez. Ezzel 1étrehozta a
BSS-ek 1) csaladjat, amelyek a PBS (phosphate buffered saline) nevet kaptak (VII. tablazat). Ezek népszert
alcsaladjaa Ca''- és Mg "-mentes PBS. (Dulbecco modositotta az Eagle ltal kidolgozott BME-t /1d. késobb/, és
ezzel elinditotta a Dulbecco altal modositott Eagle-médiumok (DMEM) kifejlesztését.) A foszfattal pufferelt BSS-
ek hatranya, hogy kisebb a pufferkapacitasuk a Krebs—Henseleit-oldaténal, és az el6zével szemben nem készitheték
el és tarolhatok koncentratum formajaban, mivel nagyobb koncentracié esetén kalcium- és magnézium-foszfat
csapodik ki, amit egyszerii higitassal nem lehet feloldani. Ujabban a porokat tablettava dsszesajtolt formaban is
aruljak a konyebb tarolas végett.

A Tyrode-, a Krebs- és a Dulbecco-oldatok mar tartalmazzak azokat az ugynevezett f6 esszencialis szervetlen
ionokat (bulk essential inorganic ions), amelyek nélkiilozhetetlenek valamennyi sejt rovid tavlii normalis
miikddéséhez. Ezek a Na*, CI', K', Ca™, Mg™", HCO5, HPO,*. A SO,* csak szulfatalasi reakciot igényld
biokémiai folyamatok szempontjabodl esszencialis (pl. heparan-szulfat szintézise).

VILI. tablazat. Néhany BSS oldat dsszetétele

BSS oldatok

Fiziologias | Ringer | Locke | Tyrode | Krebs—Henseleit | Dulbecco
Komponensek mmol/l sO 1886 | 1901 | 1910 1932 1954
NaCl 154 154 | 154 | 137 118 137
189

http://www.renderx.com/



render

Soksejtliekbdl izolalt talélé rendszerek vizsgalata: in vitro (ex vivo)

modszerek
KCl 56 | 5,6 | 2,7 4,7 2,7
CaCl, 25 122 1,8 2,5 0,9
NaHCO; 3,6 | 11,9 25
MgCl, 0,9 0,5
MgSO, 1,2
NaH,PO, 0,4
KH,PO, 1,2 1,47
Na,HPO, 9,7
Glukéz 5,6 5,6

A BSS oldatokhoz az energiatermelés tamogatasa érdekében gyakran adnak glukézt. Ennek ellenére aminosavak
€s tobb mas Osszetevo hianyaban még a glukdzzal kiegészitett BSS is éhezési médiumnak szamit, amiben a sejtek
katabolikus allapotban vannak, sajat bels tartalékaikat élik fel, és csak viszonylag rovid ideig (néhany 6ra) képesek
megfelelden mitkodni.

Erdemes még megjegyezni, hogy a kereskedelemben ezeken a torténelmi neveken kaphaté médiumok és porok
receptje valtozo lehet, emiatt minden esetben érdemes ellendrizni az aktualis termék pontos dsszetételét. Az elkésziilt
médiumokat, vagy a médiumhoz adott oldott kiegészitéseket természetesen sterilizalni kell. Ez rendszerint sziiréssel,
vagy gamma sugarzassal torténik.

Perfuziés kozegek

A perflziés rendszerekben tilnyomorészt voros vérsejtek segitségével juttatjuk az oxigént a sejtekhez. A vér
kozvetleniil nem hasznalhat fel perfuzios médiumként, mivel specialis beavatkozas nélkiil megalvad. A véralvadast
leggyakrabban valmilyen alvadasgatlé szer, pl. heparin hozzdadasaval akadalyozzak meg. Ha mellékhatésai (pl.
a lipoprotein-lipaz rendszer aktivalasa) miatt a heparin alkalmazasa nem kivanatos, akkor defibrinalt vért
hasznalhatunk. A vérsejtek az alvadas gatlasa ellenére is hajlamosak a perfuzios rendszerekben a kicsapddasra.
Ennek ellensulyozasara javasoljak a vér 1:1, sot 1:2, 1:3 aranya higitasat. A higitast BSS-szel, tobbnyire
Krebs—Henseleit-pufferrel, az oxigenalast pedig 95% O, / 5% CO, keverékével (agynevezett karbogénnel) végzik.

A vérrel valo perfuzi6 soran megdrizziik a belsé kdrnyezet természeteshez kdzelebb allo komplexitasat. A bonyolult
természetes Osszetétel azonban hatrany is lehet, mivel fontos komponensek mennyiségének valtozasait lehetetlen
kontroll alatt tartani, ami befolyasolhatja az eredmények reprodukalhatosagat. A perfiizios médium f6 funkcidja
az oxigén szallitdsa. Ezt Gigy is el lehet érni, ha elkiilonitjiik a voros vérsejteket, és BSS-ben felszuszpendaljuk
Oket. Mind a vér, mind a vérsejtek szarmazhatnak mas fajbol, mint a perfundalt szerv (heterolog vér), ami jelentds
konnyebbség. Ilyen modon pl. perfundalt patkanyszervekhez hasznalhatunk marhavért, vagy a beldle késziilt
vOovosvérsejt-preparatumot, esetleg lejart emberi vérkonzervbdl késziilt perfuzios folyadékot.

Odémas duzzadas (oncotic swelling) elharitasa érdekében sziikségessé valhat pl. albuminnak (1-4%) , és/vagy
dextrannak (4-5 %) a médiumhoz adésa. Az albumin tobbek kozott befolyasolja a zsirsavak hasznositasat és
szintézisét. Mivel a feliiletén sokféle kisebb molekulat képes megkotni, ahonnan azok fokozatosan szabadulnak
fel, noveli pl. a toxicitas hatarértékét.

Hosszu tavu tenyészetek komplex médiumai

A hosszi tdvon miikodé médiumoknak tartalmazniuk kell a tenyészetben tartott izolalt részek szamara mindazokat
a komponenseket, amelyek egyarant biztositjak az energiatermelés, valamint az anabolikus és katabolikus
folyamatok megfeleld szintjét. A stacioner allapothoz a lebontd és felépité folyamatoknak azonos mértékiieknek
kell lenniiik, mig a névekedéshez az elobbiek tulsulya sziikséges.

A tenyészetek felhasznalasanak kezdetén ezeket a feltételeket csak természetes anyagokkal sikertilt teljesiteni. A
leggyakrabban hasznalt természetes médiumok forrasa nem meglepé modon a vér. A diffuzidoval oxigenalt
statikus rendszerckben a vérsejtek foloslegesek, sot jelenlétiik nem kivanatos, mivel zavarjak a megfigyelést, és
emellett gluko6zt fogyasztanak.
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A verbol két alapveté modon tavolithatok el a vérsejtek. Az egyik az alvadas, aminek révén véralvadék
(vérsejtek+fibrin) és szérum keletkezik. A masik, ha az alvadast megelozve elkiilonitjiik a vérsejteket (pl. megfelelo
vérvétel, gyors hiités és hiitve centrifugdlas segitségével). Igy olyan vérplazma jon létre, amely megtartja alvaddsi
képességét. A hagyomanyos szervtenyészetek ugynevezett félig szilard (semisolid) taptalajat ilyen plazmabol hozzuk
létre, homogenizalt embrio extraktumanak hozzdaadasaval valo megalvasztas utan.

A természetes testfolyadékok koziil a szovettenyésztés szamara a nyirok lenne a leginkabb megfeleld, ennek
kinyerése azonban faradsagos. A teljes tiszta szérum viszont a tapasztalatok szerint karos hatassal van a sejtekre,
ezért csak higitva alkalmazzak. Ennek okat leginkabb a toxicitas szintjét elér6 immunreakciokban latjak. A
gyakorlati probalkozasok tapasztalatai alapjan a leginkabb az olyan médiumok terjedtek el, amelyek a sejtek
szamara fontos ismert anyagokbol mesterségesen dsszeallitott tigynevezett szintetikus részbol ¢és a hozzaadott,
altalaban 10%-nyi szérumbol allnak.

A szovettenyészetek elterjedésének elsd nagy fellendiilését, amelyet technikailag az antibiotikumok 1940-es években
valo felhasznaldsa alapozott meg, elsésorban a virusok tenyésztésének igénye osztonozte. Ennek kiszolgalasara
szamos médiumot fejlesztettek ki, amelyekbe a kor ismereteinek megfeleléen és empirikus megfigyelések alapjan
keriiltek a komponensek. Koziiliik ma is tobb haszndlatos, és nagyrészt az eredeti recept szerint késziilnek, noha
50-60 komponensiik egy része a mai tuddsunk szerint nem esszencialis.

Az 1950-es években mar komoly tapasztalatok gyiiltek 6ssze a szévettenyészetekkel valo munkdban, és felmeriilt
annak az igénye, hogy rendszeres vizsgadlatokkal kideritsék a médiumok Osszetevoirdl, hogy koziiliik melyek
esszencialisak szovettenyészetben tartott és szaporitott sejtek szamara. Ezt a munkat elséként Harry Eagle végezte
el, és eredményeit 1955-ben, majd 1959-ben a Science folyoiratban kozélte, ami jol jelzi a munka fontossagat.

Eagle egér fibroblaszt és HeLa sejteken9 végzett kisérleteivel els6sorban arra koncentralt, hogy kideritse, hogy
mely aminosavak esszencialisak ezen sejttipusok tenyésztéséhez. Eredményei azt mutattak, hogy az ember szamara
esszencialis aminosavak mindegyikére sziikségiik volt a sejteknek (ezek az Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe,
Thr, Trp, Val). Ezen kiviil a tenyésztett sejtek szdmara esszencialisnak bizonyult a Cys, Gln és a Tyr is. Koziiliik
a GlIn kiilonleges jelentségii. Az emldsok vérplazmdjaban az 6sszes aminosav 20%-at teszi ki. In vivo sokféle
sejttipusban szintetizalodik, ezért taplalkozasi szempontbol nem esszencialis az emlGsdk szamara. A tenyészetben
tartott sejtek tobbségének azonban nélkiilozhetetlen. Rendszerint kdzvetleniil felhasznalasa el6tt kiilon adjak hozza
a médiumhoz, mivel tarolas kozben elbomolhat.

Az 1j ismeretek birtokdban zajlo fejlesztés egyik tartdos eredményeként Eagle létrehozott két nagymértékben
leegyszertsitett médiumot. Ezek az Eagle féle bazalis médium (Basal Medium of Eagle, BME 1955), és a minimalis
esszencialis médium (Minimum Essential Medium, MEM 1959). Kiilondsen az utobbi hatalmas karriert futott be,
és még ma is a leggyakrabban hasznalt szovettenyészté médium. Erdemes tehat vele kissé jobban megismerkedniink
(VIIL. tablazat).

Mint a legtdbb szovettenyésztd médiumnak, a MEM-nek is a Krebs—Henseleit BSS az alapja, igy benne 25 mM
HCOj5 van, tehat felhasznalasakor a semleges pH eléréséhez a gazfazisaban biztositanunk kell 5% CO, jelenlétét.
Ahogy mar emlitettiik, ezért fejlesztették ki a szovettenyésztéshez az tigynevezett szén-dioxid termosztatokat,
amelyek folyamatosan biztositjak a tenyésztett sejtek szamara a megfeleld CO,-tartalmu géazfazist, ami egyes
sejttipusok esetében kisebb és nagyobb is lehet, mint 5%. Barmely szdvettenyésztd médiumrdl a receptjében
szerepld HCO;5™ koncentracio ismeretében megallapithatjuk tehat, hogy hasznalatakor kell-e hozza CO, termosztat
€s azt, hogy a gazfazisban milyen legyen a CO,-koncentracié. Az optimalis pH 7,2 érték eléréséhez atmoszférikus
CO, mellet 4 mM, 2% CO, mellett 8 mM, 5% CO, mellett pedig 25 mM bikarbonat jelenléte sziikséges.

VIII. tablazat.A minimalis esszencilis médium (MEM) 6sszetétele (Eagle1959)

Komponensek
F6 szervetlen ionok Energia- és Esszencialis aminosavak | Vizoldékony vitaminok Egyéb
szénforras
Na® glukoz Arg, Cys, Gln Tiamin (B1) kolin
K" His, Ile, Leu Riboflavin (B2) inozitol

9egy méhnyakrakban szenvedé amerikai holgy, Henrietta Lacks 1951-ben kioperalt szervdarabkajabol inditott és azota a vilag minden tajan
elterjedt, hamjellegii, folyamatos sejtvonal
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Mg Lys, Met, Phe Nikotinamid (B3)
Cr Thr, Trp, Tyr Pantoténsav (B5)
HCO5 Val Piridoxin (B6)
H,PO, Folsav (B9) fenolvords

A BSS {0 esszencialis ionjain és az esszencidlis aminosavakon kiviil a MEM szintetikus részében a kovetkezo
anyagok talalhatok: glukéz, ami szén- €s energiaforras, vizoldékony vitaminok, kolin és inozitol. Ezen kiviil mint
a legtobb szovettenyésztd oldatba, a MEM-be is tesznek metabolikusan inert fenolvoros indikatort, amely semleges
pH-n paradicsompiros. Az indikator sarga szine a savasodast jelzi, ami arra utal, hogy a médium kimeriiloben van,
vagy esetleg bakteridlis fert6zés tortént. Lugosodas ritkan fordul eld, ilyenkor a fenolvords lilas szinre valt. Hasznos
megemliteni, hogy mi az, ami a sokkomponensti médiumokhoz képest hianyzik a MEM-b6l. Elszor is nincsenek
benne nem esszencialis aminosavak. Ezeket a sejtek emiatt kénytelenek esszencialis aminosavakbol eléallitani,
amelyek ezért a lehetséges maximalis koncentracioban vannak jelen. Hianyoznak tovabba zsiroldékony vitaminok,
a szervetlen nyomelemek ¢és a telitetlen zsirsavak. Ezenkiviil természetesen még szamtalan ismert és ismeretlen
anyag, amelyeket a MEM-hez hozzaadott, rendszerint 10% szérummal visziink be.

A tenyészetekben hasznalt szérum

A szérum hozzaadasaval egyrészt nem ismert anyagok tomegét juttatjuk a médiumba, masrészt az ismertek
miikddésében jatszott szerepének komplexitasa joval nagyobb, mivel a komponensek bonyolult kélcsonhatasban
vannak egymassal.

A szérum osszetételérdl egyre novekvé mennyiségben allnak rendelkezésre analitikai adatok. A kérdés azonban
nem egyszeriien az, hogy mi van a szérumban, hanem sokkal inkabb az, hogy ami benne van, annak mi a szerepe
a tenyészeteinkben. Ezt ujabban tigy igyekeznek megvalaszolni, hogy azonositjak a szérum valamilyen komponensét,
izolaljak és definialt médiumhoz val6 hozzaadasa utan elemzik a hatasat (1. alabb).

Egy 1979-ben megjelent dsszefoglald cikk a szérum szovettenyészetekben kifejtett hatasat 24 pontban sorolja
fel. Ezek koziil a fontosabbak réviden osszefoglalva a kovetkezok. Tartalmazza a sejtek miikddéséhez és a
tenyészetek novekedéséhez sziikséges f6 ionokat, nyomelemeket, vitaminokat, kis molekulatomegi tipanyagokat,
hormonokat, a sejtek osztodasat serkenté novekedési és az aljzatra vald tapadast serkentd faktorokat, olyan fehérjéket,
amelyek védik a sejteket sokféle eredetii toxikus hatastol; végiil proteinazgatld (pl. alfa-antitripszin) aktivitasa
védi a sejtek integritasat .

Ugyanugy, ahogyan a vér médiumként vald felhasznalasakor, altalaban a szérum esetében sem kritikus a fajspecifitas
biztositasa. Sokkal nagyobb szerepe van annak, hogy milyen koru allatbol nyerjiik. Gyakorlati okok miatt a
szérum esetében is legegyszeriibben hozzaférhetd és legolcsdbb a marhaszérum (bovine serum), amely feln6tt allat
vérébol késziil. Emellett elterjedt a human és a 16szérum hasznalata is. A kor szerinti fokozatok soraba tartozik
a borjubol (calf serum), Gjsziilott borjubol (newborn calf serum) és magzati borjubdl (fetal calf serum) nyert szérum.

Ezenkiviil a szérumnak szamos tovabbi, mesterséges modositasok révén sziiletett valtozata ismert, amelyek specialis
célokra hasznalhatok. Ilyenek pl. a hdvel inaktivalt szérum, amelyet 56 °C-on torténd kezelésnek vetnek ala.
Anélkiil, hogy elveszne a szérum novekedést serkentd hatasa, az enyhe hokezelés elegendd lehet pl. olyan
immunoglobulinok hatastalanitasara, amelyek tenyésztett sejtekre toxikus hatast gyakorolnak.

Dializalas révén eltavolithatok a szérumbol a kisebb molekulak. Ez lehetdvé teszi azt, hogy a médium szintetikus
részében valtozatlan, tehat pontosan definialt maradjon a kisebb alkotok, ionok, taplalo vegyiiletek koncentracioja.
Megmaradnak viszont a dializalt szérumban a fontos szerepet jatszo makromolekulak és az altaluk tamogatott, pl.
letapadasi és novekedési funkciok.

A szérum a tenyészetek igen nagy része szamara mind a mai napig nélkiilozhetetlen, és igen sokdig az is marad.
Az Osszetételérdl sokmindent tudhatunk, de sohasem mindent. Ez abban is megnyilvanul, hogy a kiilonb6z6
két kiilonbo6z6 idépontban beszerzett valtozata is jelentésen kiilonbozhet egymastél a tenyészetre gyakorolt
hatas szempontjabol. Ez sziikségessé tesz bizonyos vizsgalatokat. Az tjonnan beszerzett szérumunkat érdemes
az ¢les felhasznalas eldtt ismert novekedési dinamikaja sejtvonalon letesztelni. Az egy gyartasbol beszerzett szérum
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(sarzs, batch) adagolasat, ha kell, a teszt szerint modosithatjuk, és ugyanarra a sarzsra rutinszertien alkalmazhatjuk.
Az egy sarzsbol vald nagyobb szérum mennyiségét érdemes a rutinfelhasznalas mennyiségének megfeleléen
szétmérni, €s lefagyasztva -20 °C-on tarolni. Minden megismételt felolvasztas és lefagyasztas ugyanis csokkenti
a hatékonysagat. Ujabban kifejlesztettek olyan eljarast is, amely kevert eredetii, reprodukalhatobb mindségii
szérumot eredményez.

Szérum- és fehérjementes médiumok kifejlesztése

A szovettenyésztok régi alma, hogy olyan médiummal dolgozhassanak, amelynek legalabb az indulaskor pontosan
tudjak az 6sszetételét mind mindségi, mind mennyiségi szempontbol. Ennek révén valhat lehetségessé a kiilonb6z6
komponensek pontos szerepének tisztazasa. A szérumrdl fentebb mondottak értelmében ezt a célt csak szérum
nélkiili médiumok kifejlesztésével érhetjiik el. Egyéb szempontok is indokoljak a szérummentes kozegek
hasznalatat. A szérum egyik sokszor kellemetlen tulajdonsaga az, hogy kiilonosen stimulalja a kotdszoveti sejtek
(fibroblasztok) szaporodésat. Ez megneheziti a nem kotdszoveti sejtek tenyészeteinek kialakitasat, mivel a tobbi
sejtnél gyorsabban szaporodo fibroblasztok bizonyos idé mullva kiszoritjak 6ket a tenyészetbdl. A jelenség olyan
gyakori, hogy fibroblasztos tlilnovés (fibroblastic overgrowth) kifejezéssel 6nallo elnevezést kapott. Szérummentes
médiummal ez a jelenség megeldzhetd. A biotechnoldgiai iparnak az az agazata, amely sejttenyészeteket hasznal
fehérjetermészetii anyagok szintézisére, kiilondsen érdekelt abban, hogy szérum-, sot teljes egészében proteinmentes
médiumokat hasznalhasson. Ilyen médon ugyanis nagymértékben leegyszeriisithetd a termék tisztitasa.

A médiumok fejlesztése ma is nagy erdkkel folyik, és talan soha nem ér véget. Ennek alapvetd oka nyilvanvaléan
a soksejtiiek belsé mikrokdrnyezetének oOridsi idébeli és térbeli valtozatossaga. A definidlt médiumok
kifejlesztésekor két f6 kérdés meriil fel. Milyen komponensre van sziikség, ¢s milyen koncentracioban? Mar az
elso kérdésre is elég nehéz valaszolni. A nehézséget még tovabb fokozza, hogy az optimalis koncentracié minden
egyes komponensre nézve fligg az 6sszes tobbi komponens koncentraciojatol. Ez pedig kivitelezhetetlen szamt
(10 komponens esetében 50049) variacid kiprobalasanak az igényéhez vezet. Ehhez képest a realis szami1 probalkozas
nagyon kevés, az elért eredmény pedig kozeliti ugyan a célt, de szuboptimalis marad, igy is lehet persze kielégitd.

Mar az étvenes évek masodik felében sikeriilt egy sejtvonal, az ugynevezett L-sejtek (egér fibroblasztok folyamatos
sejtvonala) tenyésztését az NTCT—-107 nevii médiumban megoldani. Talan itt érdemes megemliteni, hogy a komplex
médiumok nevét tobbnyire roviditések adjak, amelyek jelentése sokszor kiderithetetlen, és ha faradsagos munkadval
megtalaljuk a forrast, akkor sem sokra megyiink veliik, mert tobbnyire semmitmondoak (pl. M: medium, F:
fibroblaszt, MCDB: Molecular Cellular and Developmental Biology, vagy RPMI: Roswell Park Memorial Institute,
CMRL: egy egértirzs neve, stb.).

A médiumok fejlesztésében kiilonos jelentdsége van a klonozhatésagnak. Az allati sejtek klonozasa kiilonosen
nehéz feladat. Altalanos szabaly, hogy minél kevesebb sejtet iiltetiink ki, annal nehezebben indul meg a sejtek
szaporodasa. Ebben valdszinileg annak van a legfontosabb szerepe, hogy maguk a sejtek is termelnek fontos
anyagokat, amelyek bejutnak a médiumba. Ez a folyamat jol ismert a szovettenyésztéssel foglalkozok kozott, és
médiumkondicionalasnak nevezziik. Az a médium mindsithetd tehat egy sejtvonal szempontjabol igazan jonak,
amelyben sikeresen megvalosithato a klonozas.

A klonozhatosag fontos szerepet jatszott az 1960-as évektdl a szérummentes médiumok kifejlesztésében. Richard
Ham és munkatarsai CHO (kinai horcsdg ovarium, chinese hamster ovary) sejteken dolgozva szisztematikusan
csokkentették a tenyészetekben a szérum mennyiségét, és a médium egyéb komponensekkel valo kiegészitésével,
valamint az 6sszetevok aranyanak modositasaval fenntartottak a klonozhatésagot. Munkajuk eredménye az F és
az MCDB jelti médiumsorozat, amelyeket ma is széles kdrben hasznalnak.

Az MCDB médiumok kifejlesztése soran megsziiletett néhany altalanos tapasztalat, amelyek ma is érvényesek
a szérummentes médiumok kialakitasaban. Ezek koziil a legfontosabbak a kivetkezok. A szérum helyettesitésében
fontos szerepet jatszanak egyes hormonok, mindenekel6tt az inzulin, novekedési faktorok (pl. IGF: insulin like
growth factor, EGF: epidermal growth factor, NGF: nerve growth factor, stb.), letapadési faktorok (pl. fibronektin,
laminin) és transzportfehérjék (pl. transzferrin, de bizonyos szempontbol ide tartozik az albumin is). Kideriilt, hogy
a kiilonbo6z0 sejttipusok igénye a médium mindségi és mennyiségi dsszetételére nézve jelentdsen eltérhet egymastol
valamint, hogy a primer tenyészetek és a bel6liik 1étrehozott sejtvonalak igénye hasonld. Végiil ne feledkezzlink
meg arrdl a mar emlitett fontos eldnyrdl, hogy a szérummentes médiummal elkeriilhetd a fibroblasztos tilnovés.

Erdemes megjegyezni, hogy a médiumok fejlesztése érdekében végzett munkdanak kiilondsen fontos eredményei
voltak pl. az esszencialis nyomelemek felderitésében, valamint a telitetlenzsirsav- és a vitaminsziikséglet részleteinek
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tisztazasaban. Nagyrészt ezek az eredmények tiikrzédnek manapsag a mindenhol kaphato kiilonbézo multivitamin-
készitmények Osszetételében.

A perfuziés rendszerek alapveto sajatossagai,
néhany gyakrabban hasznalt perfundalt szerv

A perfuziés rendszereknek a médium dramoltatisa szempontjabdl két alapveté tipusa van. Az egyik az
ugynevezett atfolyé rendszer, amelynek két nyitott vége van, tehat a perfuzidos médium csak egyszer halad at rajta
(5.20. abra).

perisztaltikus
pumpa

y,

hbcserélé ——1_

maj
kandil

kifolyo befolyo
perfuzios folyadek

5. 20. abra. Egyszert atfoly6 perfuzios rendszer. Ha a befolyd perfuzids folyadék eldzetesen oxigénnel telitett,
akkor nincs sziikség gazcserét végzo egységre

A masikban a perfuzios folyadékot visszadramoltatjuk a szervbe, ez az igynevezett recirkulaciés rendszer (5.21.
¢és 5.22. abra). Az utobbi hasonlit az in vivo mikodé keringéshez. Ennek ellenére az atfolyd rendszerben stabil,
mig a recirkulacios rendszerben (ha kiilonleges kiegészit6 beavatkozast nem végziink) allandéan valtozik a médium
Osszetétele. Minden olyan anyag koncentracioja csokken illetve n6, amit a szerv fogyaszt, illetve termel.

A perfuzios rendszerek technikai részleteiket tekintve még ugyanazon szerv esetében is sokfélék lehetnek, f6
elemeik azonban hasonléak. Ezek ellatjak a kisérletezéshez sziikséges alapvetd funkciokat, tehat a perfuzios
médium aramoltatasat, a termosztalast, az oxigenalast és a buborékmentesitést (5.21. abra). Az itt bemutatott
rendszerek viszonylag egyszeriiek, a perfundalt szervektdl és a kisérletezés céljatol fiiggden sokféle modon
kiegészitett és modositott valtozatok talalhatok az irodalomban.
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5.21. abra. Recirkulacios perfiizios rendszer, melyben a perisztaltikus pumpa, meghatarozott aramlasi sebességgel,
kozvetleniil a szervbe juttatja a perfizios médiumot. A szervbe juté médium megfeleld hémérsékletét iivegbdl
késziilt spiralhiitd biztositja. A szervbdl kifolydé médium miianyag halora csepeg, amelyen szétteriilve nagy feliiletet
biztosit a gazcserére. A gazcsere térbe juttatott karbogént eldzetesen atbuborékoltatas révén vizgdzzel telitjiik (ez
a szerkezet nem lathato az dbran). A szervet tartd racsos tolcsér tetejérol hianyzik a fedd, amely szintén véd a
kiszaradastol
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5.22. abra. Allandé nyoméson miikodo recirkulaciods perfuzids rendszer

A perfuziés médium aramoltatasat csaknem kivétel nélkiil valtoztathatd sebességii ugynevezett perfiiziés pumpa
segitségével oldjak meg. Két alapvetd elrendezés lehetséges. Az egyik esetben a perfuzios pumpa kozvetleniil a
szervbe tovabbitja a perfuzids folyadékot. Ilyenkor az ataramlas sebessége (ml/perc) allando. Minden valtozas,
ami a perfundalt szerv érrendszerének ateresztéképességében torténik (vazokonstrikcid, vazodilatacio, esetleg az
erek eltomdbdése), a perfiziés nyomas valtozasaban mutatkozik meg (5.21. abra). A masik megoldas szerint a
pumpa a folyadékot egy, a szerv folott meghatarozott magassagban elhelyezett edénybe (fels6 rezervoar) juttatja.
Onnan a rezervoar folyadékszintje és a szervbe vald belépés magassaganak kiilonbsége altal meghatarozott standard
hidrosztatikai nyomas révén jut a perfizios médium az izolalt szervbe. Ebben az esetben a perfiizidos nyomas
allando, és a fent emlitett bels6 valtozasok az aramlési sebesség ingadozasaban nyilvanulnak meg (5.22. abra).

Az oxigenalast tulnyomorészt 95% O,+5% CO, tartalmu karbogénnek (carbogen) nevezett gazzal végzik. Ennek
f6 indoka, hogy a nagyobb O,-koncentracid korrigalja az esetleges érelzarodasok ischemias hatasat. Ugyanugy
mint a szovettenyészté médiumok esetén a CO, a perfuzios médium pufferrendszerének is fontos alkotorésze.

A perfuzios rendszerek alapvetd szerepet jatszottak és jatszanak szervfiziologiai ismereteink megszerzésében és
bovitéseben. Nélkiilozhetetlenek a gyogyszerhatoanyagok fejlesztésében, miitéti eljardsok, transzplantdcios technikak
kidolgozasaban.

A transzplantdcios technika fejlesztésében fontos szerepet jatszik a beiiltetendo szervek kezelésének optimalizalasa
a donorbol valo kivételtdl a recipiensbe valo beiiltetésig. A kivett szervet a leheto leghamarabb olyan médiummal
kell atperfundalni és olyan koriilmények kozott kell szallitani, hogy maximadlisan megtartsa mitkodesi képességet.
A felhasznalhatosag idohatarait szintén pontosan meg kell allapitani.
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A perfundalt maj

A ma3j az egyike a torténetileg elséként vizsgalt és a ma is leggyakrabban alkalmazott perfundalt szerveknek. Még
1855-ben Claude Bernard végzett egy fontos, bar igen kezdetleges majperfazios kisérletet.

Egyszeriien vizet vezetett egy kisérleti allat (valosziniileg kutya) majaba a portalis vénan keresztiil. Az egész kisérlet
csak néhany percig tarthatott, mivel a viz, mint teljes mértékben afiziologias kézeg, hamar elpusztitotta a sejteket.
A majvenan keresztiil elfolyo vizben mégis glukozt lehetett kimutatni, kideriilt tehat, hogy a mdj képes glukoz
eldallitasara.

A késobbiekben rendszeresen hasznaltak az izolalt perfundalt majat a szerv mtikodésének vizsgalatara. A modszer
széles korben valo elterjedésére mégis az 1950-es évekig kellett varni. Ekkor dolgozta ki Leon Miller a patkanymaj
perfuziéjanak médszerét. Amellett, hogy fontos felfedezéseket tett a plazmaproteinek keletkezésérdl, Miller
megnyitotta az utat az éppen exponencialis fejlodés eldtt allo gydgyszeripar szdmara, a drogmetabolizmus
hatékony tesztelésére az izolalt-perfundalt majban. Az izolalt-perfundalt maj epevezetékébe is helyezhetiink
kaniilt, aminek segitségével mérhetd az epetermelés mértéke, igy analizalhatd az epe Osszetétele (5.22. abra).

Egyéb szervek, testtajak, testrészletek perfuzios
rendszerben

A sziv

Izolalt perfundalt emldsszivet eloszor a német fiziologus Karl (Friedrich, Wilhelm) Ludwig laboratoriumaban
keszitettek az 1800-as évek kdzepén. Sajatos félig in vitro megoldassal éltek. Az egyik allat (ahogy emlitettiik, a
kor effajta kisérleteihez tébbnyire kutyat hasznaltak) fejveréerébdl vezették a vért egy masik dllatbol izolalt sziv
koszoruartéridaiba. Késobb ugyancsak Ludwig vezetésével dolgoztak ki az izolalt-perfundalt békasziv-preparatumot.
Maig hasznalt megoldast dolgozott ki az 1890-es években Oskar Langendorff.

Az ugynevezett Langendorff-perfuzié soran az aortdba vezetett kaniilon at a normalis véraramlés irdnyaval
szemben, tehat retrograd médon pumpaljuk a szivbe a perfiiziéos médiumot. Mivel a zsebes billentyiik elzarjak
a folyadék eldl a kamrat, igy az kizardlag a koszorts erekbe jut. Az ilyen sziv pulzal, de mivel a bal kamraba
egyaltalan nem, és a jobb kamréba is csak alig jut vér, a sziv valodi munkat nem végez. A rendszer atalakitasa és
kiegészitése révén a bal pitvaron at torténd perfundélassal kialakithato olyan in vitro szivpreparatum, amelyben
tesztelhetdek a bal kamra kontrakcidjanak valtozasai.

A vese

A vese olyan szerv, amely konnyen perfundalhatd, mivel egyetlen nagy és jol hozzaférhetd artéria vezet hozza.
Az uréterbe kotott kaniil segitségével vizelet gyiijthetd, mennyisége és Osszetétele meghatarozhato. A perfuzios
médium a vese esetében gyakran szerves komponensekkel (pl. albumin, dextran, glukéz, inulin stb.) kiegészitett,
pontosan meghatarozott iondsszetétell, pufferelt izo-ozmotikus BSS.

Tovabbi szervek

Amint azt a bevezetdben emlitettem, perfizios rendszerben tanulmanyozhaté minden olyan szerv vagy testrészlet,
amely keringési szempontbodl izolalhato a test tobbi részétdl. Késziiltek perfuzios preparatumok pl. tiido, mellékvese,
pajzsmirigy, hasnyalmirigy, emldmirigy, ovarium, placenta, szem, bélszakaszok, végtagok, a test eviszceralt (a
zsigerektdl megfosztott) hatulsé negyede vagy fele, vagy a sziv és a tiid6 egyiittes in vitro (ex vivo) vizsgalatara.

Diffuzidval oxigenalt organotipikus rendszerek

Az organotipikus felépités megtartasa révén az in vivo allapothoz kozelebb allo fejlodés és/vagy miikddés
vizsgalatara van lehetdségiink ilyen kisérleti rendszerekben. Embrionalis, larvalis szervek, vagy teljes embriok bar
korlatozottan, de novekedhetnek és differencialodhatnak is in vitro. Csoves és lemezes szervek esetében, foként,
ha azok nagyobb méretii allatbol szarmaznak, a kivagaskor a széleken tobbnyire megbontjuk a természetes
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kotoszovetes hatart. A tenyészet természetes szerkezetének szétesése itt indul meg, és néhany napon beliil mar jol
észlelhetové valik. Ha ezeket a feliileteket megfelelden az anyagforgalmat biztosito hartyaval (pl. cellofan) lefed;ik,
késleltethetjiik a szétesést. Néhany oran at a szovetszeletek is megtartjak a szovetekre jellemzo felépitésiiket.
Kiilonosen olyan szovetek (pl. kdzponti idegrendszer) esetén hasznalatos ez a technika, ahol a miikddés
hangsulyozottan egy adott haromdimenzios szerkezethez kotott.

A maximalis méretet, amely mellett a kivett szerv jol vizsgalhato, tobb tényez0 hatdrozza meg. Ha a méret tul
nagy, akkor a kivett minta kdzepébe nem jut elég oxigén, és ez a kdzépso rész elhalasahoz vezet, igynevezett
centralis nekrézis 1ép fel. Ezt mindenképpen érdemes elkeriilni, mivel jelentdsen befolyasolhatja az eredményeket.
Egy kivétel van ez alol, ha éppen a centralis nekrozis folyamatat akarjuk tanulméanyozni. Ennek a folyamatnak in
vivo is nagy jelentésége van olyan tumorok esetében, amelyekbe nem né bele az érrendszer. Ezek is diffazidval
veszik fel az oxigént, és bizonyos nagysag felett kozépponti résziik elhal.

Iranyado lehet, hogy feln6tt egérbol kivett szervek esetében az ajanlott nagysag 1-2 mm. Novelhetjiik a méretet,
ha karbogén gazfazist hasznalunk (95% O, / 5% CO,). Ezt a megoldast emlésembriok és szerveik esetében nem
tanacsos alkalmazni, mivel azok az embriondlis keringés miatt csdkkent oxigéntartalmii kdrnyezetben vannak.
Egyes szovetekre nézve (pl. retina) a nagy oxigénkoncentracié akar toxikus is lehet. Emiatt az embrionalis
tenyészeteket altalaban csak levegdvel oxigenaljuk.

Amellett, hogy az oxigénigény szervenként is valtozo lehet, érdemes figyelembe venniink, hogy a nagyobb testi
allatok fajlagos oxigénfogyasztasa kisebb, bel6liik tehat nagyobb méretii részek tarthatok el centralis nekrozis
nélkiil. Javithat6 az oxigénellatas olyan tenyésztési technikakkal, ahol a médiumot az objektum koriil aramoltatjuk,
pl. a tenyészet mozgatasaval billeg6 platformon (rocking platform), gérgécsében (roller tube, 55-56. abra), vagy
keringetjiik perisztaltikus pumpaval (perifusion, superfusion).

Szervtenyészetek

A szervtenyészetek ma is jol hasznalhaté hagyomanyos formaja az tigynevezett éraiiveg technika (watchglass
technique). A kimetszett szerv (explantatum) egy oratlivegben 1évo, félig szilard taptalajra keriil (plazmaalvadék,
vagy tapoldatos agar). Az oraiiveget Petri-csészébe helyezziik, és steril desztillalt vizzel atitatott vattaval vessziik
koriil (5.23. abra). A paratelt tér megakadalyozza a tenyészet kiszaradasat. A feliiletet vékony folyadékfilm fedi,
ebbe oldddik bele az oxigén. A félig szilard taptalaj tipanyagait, valamint a szerv altal szintetizalt vagy kivalasztott
anyagokat ugyanugy, mint az oxigént, a diffizi6 mozgatja a kémiai koncentracidogradienseknek megfeleléen a
szerv, illetve a taptalaj és a gazfazis iranyaba.

explantilt szery Gralveg

Petri-csésze tiptalaj nedves steril vatta

5.23. abra. Hagyomanyos szervkultira nedvesitett térben, félig szilard (pl. plazmaalvadék) taptalajon

Az ilyen tenyészetekben a passzalast a szerv 1j, friss taptalajt tartalmazé oraiivegre vald athelyezése jelenti. A
folyékony médium esetében kényelmesebb a médiumcsere, mivel a kdzeg pipettaval leszivhatd. Hasznéalatakor
biztositani kell, hogy a szerv a folyadék felszinén maradjon, mivel ez biztositja az oxigénhez jutias megfelelé
sebességét. A leggyakrabban alkalmazott megoldas ennek elérésére olyan megfeleld mindségli, toxikus
szennyezésektol mentes rozsdamentes acél vagy mlianyag racs behelyezése a tenyészedénybe, amelynek magassaga
éppen megegyezik a médium kivant szintjével (5.24. abra). A szerv rendszerint a racsra helyezett sziirére (pl.
polikarbonat) keriil, ami a médiumot felszivja, és biztositja, hogy az anyagcseréhez sziikséges folyadékfilm befedje
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a szervet. Az Ujabban kifejlesztett szlrdvel ellatott betétet (filter well insert) tartalmazo tenyészedények
szervtenyészetekhez is jol alkalmazhatok (5.25. abra).

nedvesitd szird réteg explantilt szervek

i
77

:\n mnnnum-nhuum“ L] u'umn-n:
H E

- r’ 7
Petri-csésze falyékony felszinen tartd
mddium fémhdld

5.24. abra. Szervtenyészet folyékony médiummal

sZ0rd betét  belsd médium tér

/

L

szlré kiilsd médium tér

5.25. abra. Sziir6betétes soklyuku tenyészedény. A sziiré mindségétdl fliggben a feliiletére sejtek (monolayer
tenyészet) €s szervek egyarant telepithetok. Epitelidlis sejtek telepitése esetén a monolayer tenyészetben tjra
kialakul a sejtek bazalis—apikalis polarizacidja, mivel a sejtek a letapadasi oldalon is kapnak taploldatot

Kivalo megfigyelési lehetOséget biztosit a fiiggdcsepp technika, amely konnyen elkészithet6 egy vajt targylemez
¢és egy feddlemez segitségével (5.26. abra).

A szervtenyészetekkel foglalkozo Osszefoglalo munkdakban szerepld tébboldalas tablazatok szerint lényegében
minden olyan embriondlis és felndtt szervet vizsgaltak ezzel a technikaval, ami megfelel a mérettel szemben
tamasztott kovetelménynek. Koztiik szokatlan objektumok is eldfordulnak, mint pl. fogesivak, szortiisz6k vagy fejlédd
szajpad.

Mint minden in vitro technika, az {1 genetikai modszerek térhoditasa eredményeként, foként a transzgénikus allatok
vizsgalataval, a szervtenyészetek hasznalata is 01 fellendiilését éli.

feddlemez explantatum szigetelés
R

~

viijt targylemez plazma alvadék fiiggbcsepp
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5.26. abra. Klasszikus tenyészettipus, fliggécsepp vajt targylemezben, plazmaalvadékkal

Teljes embrié tenyészetek

A modern biologia robbanasszeri fejlodésének egyik magyarazata az, hogy a tudomany kiilonbdzo teriiletein
egy idészakban és nagy szamban sziilettek egymast kiegészitd és tamogato eredmények. Ennek jo példaja a genetika,
a szaporodasbiolodgia és az in vitro mddszerek j ismereteinek és mdodszereinek komplex hasznositasa.

In vitro fertilizacié (IVF) és a preimplantacios stadium

A korai kisérletek a megtermékenyités in vitro megvalositasara emlésdkben sokdig sikertelenek voltak. Ehhez
mind a ndi, mind a himivarsejteket éppen megfeleld érettségi allapotban és megfeleld dsszetételii kozegben kell
egymds mellé juttatni a szervezeten kiviil. Ennek feltételeit nem volt konnyli megtalalni. 1951-ben nytlon és
patkdnyon végzett kisérletek alapjan irtak le, hogy a spermiumok a kopulacié utan a néi ivarkésziilékben egy
kapacitacionak nevezett érési folyamaton mennek at, tobbek kdzott membranjuk valtozasai és megndvekedett
mozgasi aktivitasuk réven nyerik el megtermékenyitéképességiiket. 1959-ben nytilban megvalositottak az in vitro
megtermékenyitést (fertilizaciot) egy frissen ovulalt petesejt €s a kopulacié utan a méhbdl kinyert spermiumok
segitségével. A 1étrejott barazdalodo korai embriot megfeleld allapotban 1évoé méhbe iiltetve a terhesség eredményesen
végzodott. Ezzel bizonyitast nyert, hogy a megtermékenyités emlésok esetében in vitro is megtorténhet.

A preimplantacios embridk tenyésztésére tett kisérletek soran kidertilt, hogy gluko6zzal és BSA-val kiegészitett
Krebs—Henseleit BSS-ben a nyolcsejtes egérembri6 blasztocisztava fejlddik, de ugyanebben a médiumban nem
torténik meg a zigota elsé osztodasa. Ezt a jelenséget kétsejtes blokknak (two cell block) nevezték el. Ugy latszott,
hogy ennek a gatlasnak az attdréséhez a petevezetben (oviductusban) 1év6 mikrokdrnyezetre van sziikség. Tovabbi
érdekes megfigyelés volt, hogy a zigdtaval ellentétben a kétsejtes egérembrid képes volt blasztocisztava fejlédni,
ha tejsavat adtak a Krebs—Henseleit BSS-hez, ugyanez azonban nem valt be a nyulnal. Az egér esetében kideriilt,
hogy a pirosz6l6sav, foszoenolpirosz6ldsav €s a citromsav is hatadsosan segiti a nyolcsejtes embrio blasztocisztava
fejlédését. Ujabb megfigyelések azt mutattik, hogy a kétsejtes blokk nem minden egértorzsben érvényesiil, és
kivédheté EDTA-nak a médiumhoz adasaval. Tovabbi részletek bemutatasa nélkiil az eddigiekbdl is érzékelhetéek
a médiumok fejlesztésével kapcsolatos problémak és lehetdségek.

Az in vitro megtermékenyitést ember esetében el6szor 1969-ben sikeriilt elérni. Ebben kulcsfontossagi volt az a
megfigyelés, hogy a megtermékenyitéshez a médium pH-jat 7,6 koriil kell tartani. Az e célra kialakitott médiumokban
mind a Graaf-tiisz6kb81'” nyert petesejtek, mind a himivarsejtek in vitro éretté valtak, és megtortént a
megtermékenyités; az embridk azonban nem fejlodtek tovabb a kétsejtes stadiumnal. Tovabbi tobbéves munka és
szamos modositas utdn a normalis kezdeti osztodast mutatd és a méhbe visszaiiltetett korai embriok révén 1978-
ban megsziiletett az els6 in vitro fertilizacié révén fogant ,,lombikbébi”, Louise Joy Brown. A munkéaban végig
ttord szerepet jatszo Robert G. Edwards brit kutaté 2010-ben Nobel-dijat kapott eredményeiért. Az eljaras
tokéletesitése ma is folyik. Az in vitro alkalmazott feltételek finomitasa mellett fejlesztették pl. az érett petesejthez
valé hozzajutasnak, az ivarsejtek és korai embriok tarolasanak és a méhbe valo betiltetésnek a modszereit is. Az
IVF-en alapulé modszerrel — a becslések szerint — 2012-re tobb millié gyermek sziiletése valt lehetdveé.

Az IVF modszert az emberi fertilitasi problémak megoldasan kiviil kiterjedten hasznaljak alapkutatasban,
allattenyésztésben és veszélyeztetett emldsfajok megmentésében; természetesen minden esetben az adott faj
igényeinek megfeleléen modositva. Az in vitro technika fejlesztése a folyamat szakaszaihoz (pl. gamétak kezelése,
megtermékenyités, korai osztddas, blasztociszta stddium) specidlisan alkalmazkodo, egymastdl némileg eltérd
Osszetételi médiumsorozat alkalmazasa iranyaba halad. Kiragadott példaként érdemes bemutatni egyet az emberi
IVF kivitelezésére kidolgozott oldatsorozatbdl (IX. tablazat).

IX. tablazat. Médium in vitro megtermékenyitéshez (IVF médium)

Komponensek
Szervetlen sok | Energiaszubsztratok Aminosavak Egyebek
NaCl Na-piruvat L-alanin Taurin
KCl Ca-laktat L aszparagin Ca-pantotenat
107 45d anatomiai tanulmanyok.
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MgCl, D-glukoz L aszparaginsav EDTA
MgSO, Glicin Gentamycin
NaHCO;5 L-glutamin (stabilizalt) |Human szérumalbumin
K5PO, L-glutaminsav
L-prolin
L-szerin

A blasztociszta stadiumt embriok in vitro tanulmanyozasa és vizsgalatuk technikajanak széles korben valo elterjedése
nyitott utat egy sor Ujabb in vitro technika kifejlesztésére az embriok kisérleti felhasznalasaban. Ezeknek a
bevezetésben mar jelzett két f6 iranya a pluripotens embrionalis &ssejt tenyészetek 1étrehozasa és a nuklearis
transzplantacio révén torténd klonozas.

Teljes embrié tenyészetek a blasztula stadium utan

Teljes embriok tenyészetben valé vizsgalata nem korlatozédik kizarélag emlésokre. Erdekes modon mar az 1890
es evek végeén torténtek kisérletek a madarak embriondlis fejlodésének felderitésére ilyen rendszerekben. Az 1950-
es években kiiiltetett blasztoderma stadiumu csirkeembriot in vitro kériilmények kozott sikeriilt eljuttatni a miikodo
keringési rendszer kifejlodéséig. Az in vitro vizsgalt madarembriok esetében is kialakult a torekvés a természetes
szubsztratumok illetve médiumok, definialt médiumok felhasznalasara.

A beagyazodas utani emlésembridk tanulmanyozasa — az alapkutatason til — nagy gyakorlati jelentéséggel bir a
toxikologiai és teratologiai vizsgalatokban. Sok olyan gydgyszerhatdéanyag, amely nem mutat karos hatast felnott
szervezetben, sulyos problémat okozhat a fejlédé embrioban.

Ennek egyik példaja a thalidomide, ami 1957-1961 ig Contergan néven nyugtatoszerként volt kereskedelmi
forgalomban. Mar a piacra keriilés utan egy év mulva ugrasszeriien megnott a végtag nélkiil vagy csokevényes
vegtaggal sziiletett csecsemdk szama. Mire kideriilt, hogy a problémat ez a szer okozza, tobb mint 10 ezer ilyen
gvermek sziiletett.

A hatéanyagok preklinikai tesztelése ma mar kdtelezden kiterjed az embriologiai rendellenességek kisziirésére,
¢és ebben fontos szerepet jatszanak az egér és a patkany posztimplantacios fejlodési fazisabol szarmazo teljes
embridtenyészetek.

Az egér (19-21 nap) és a patkdny (21-23 nap) vemhességi ideje nagyjabol egyforma. Teljes embridk in vitro
tenyésztése egér esetében kb. 613, patkany esetében pedig 8—15 napos vemhességnek megfeleld szakaszra terjed
ki. Ezen id6szakban kivett embriok in vitro kb. 3 napig fejlédnek az in vivo-hoz kozelallo modon és sebességgel,
tehat a 10. napon kivett embri6 in vitro 3 nap alatt eljut a 13. napnak megfeleld in vivo éallapotig, ezt kdvetéen
azonban egyre fokozoddé modon lelassul a fejlodés. Megfelelé mintavétellel ilyen koriilmények kozott is jol
vizsgalhatok a szervfejlodés legfontosabb 1épései.

A teljesembrio-tenyésztés leggyakrabban forgatott csovekben torténik. A médium tébbnyire szérum, de félig
definialt kozegek kifejlesztése itt is folyik, és a végso cél a szintetikus médiumok kidolgozasa.

Szovetszeletek

Szovetszeleteket igazan komoly eredménnyel Otto Heinrich Warburg hires sejtlégzést vizsgalo kisérleteiben
hasznaltak eldszor, az 1920-as években. A szeletek hosszu évtizedekig szabad kézzel késziiltek. A szeletelés
technikai eszkdzeinek fejlesztése ma mar lehet6vé teszi néhany szaz mikrométernyi vastagsagi, pontosan
reprodukalhato szeletek készitését. A legtijabb eszkdz, a rezgd késsel dolgozo tigynevezett vibratom révén agybol
olyan szeletek is készithetok, amelyeken jol reprodukalhato elektrofizioldgiai adatokat nyerhetiink. Lényegében
minden szeletelhetd szervbol és szovetbdl nyert mintat vizsgalhatunk.

Az aramoltatott, kiilondsen a keveréssel oxigenalt rendszerek élettartama révid, mert a vagott felszinek az aramlas
révén mechanikailag karosodnak. Hosszabb tavi, akar néhany napos eltartast tesz lehetové, ha a
szervtenyészetekben is alkalmazott, mar ismertetett moédon csupan vékony folyadékfilmmel fedett felszint biztositunk
az oxigénellatashoz.
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A szovetszeletek vizsgalatara hasznalt tapoldatok sora a diffuzioval oxigenalt rendszerekben hasznalt BSS-ekt6]
a szovettenyészetekben és szervtenyészetekben hasznalt médiumokig tart. Ritkan hozzaférhetd kisérleti anyag
esetében sziikség lehet a szovetszeletek mélyhiitéssel valo tartositasara, ami a szovettenyészetek esetében hasznalatos
modszerrel Iényegében azonos.

Izolalt sejtcsoportok, sejtek

A szervek és szovetek sejtekké, kisebb sejtcsoportokka valo szétoszlatasanak (diszpergalasanak) célja olyan
szuszpenzié eléallitasa, amely kellden homogén ahhoz, hogy beldle reprodukalhaté modon azonos dsszetételil
kisebb mennyiségeket (alikvotokat) mérhessiink ki. A Iétrehozott szuszpenzidkat alapvetden kétféle modon
hasznaljuk fel. Létrehozhatunk bel6liik szovettenyészeteket, és végezhetiink azonnal kisérleteket a frissen izolalt
sejtekkel.

A szervek és szovetek részekre szedésének modja fiigg az objektum tulajdonsédgaitdl és az izolalas céljatol. A
szovettenyésztési célra torténé izolalas esetén kisebb a jelentOsége a szuszpenzidban kapott sejtek életképességének.
Ilyenkor az izolalas és a vizsgalat kozott viszonylag sok 1d0 telik el. A tenyészet kialakulasa soran az irreverzibilisen
karosodott sejtek elpusztulnak. Téliik a médiumcsere €s a passzalas soran megszabadulunk. A reverzibilisen
karosodott sejtek ugyanakkor visszanyerik teljes életképességiiket.

Frissen izolalt sejtek szuszpenziéjabol csak a sulyosan karosodott, er6sen duzzadt, vagy részben szétesett sejteket
lehet megfeleld hatékonysaggal eltavolitani. A gyengébben karosodottak ott maradnak, egy résziik a kisérlet soran
pusztul el, és valtozo aranyuk befolyasolja az eredményeket.

A sejtizolalas sordn a sejteket egymashoz, illetve az intercellularis alloméanyhoz kapcsolo specializalt sejtkapcsold
struktarakat és nem specializalt molekularis kotéseket kell meglazitanunk, illetve megsziintetniink. A sejtizolalas
két f6 alaptipusa a mechanikus €s az enzimes izolalas. Az utobbiban minden esetben megjelenik a mechanikus
hatas valamilyen formaja. A sejtkapcsolo szerkezetekben é€s molekularis kétésekben fehérjék jatsszak a fo szerepet,
ezek nagy részének mitkddéséhez Ca*™ kell. Az izolalas soran emiatt nagy jelentésége lehet a Ca’™ eltavolitasanak.
A sejteket Osszetartd fehérjéket proteindz aktivitasi enzimekkel emészthetjiik. Koziilik a leggyakrabban a
tripszint és a kollagenazt alkalmazzak.

Sejtizolalas szovettenyésztési célokra

A sejtek izolalasanak legegyszerlibb modja, ha mechanikai eré segitségével szeparaljuk oket egymastol. Ilyen
moddon csak egymashoz lazan kapcsolodo, vagy mar eleve szabadon 1év0 sejteket tartalmazo szovetekbdl nyerhetiink
megfeleld életképességli szuszpenziot. llyenek pl. a 1ép, nyirokcsomok, embrionalis szervek, 1agy tumorok és a
kozponti idegrendszer. Az idegszovet esetében az izolalas kdzben leszakadnak a sejtek nyulvanyai, de a plazma
membran tilnyomorészt spontan modon bezarul, ezért a sejttesteket nyerjiik ki, amelyek a tenyészetben megfeleld
koriilmények kozott ujra nytlvanyokat novesztenek.

Az eljarés ¢€les eszkozzel (pl. ollo, penge) vald feldarabolassal indul, amelynek eredményeképpen néhany mm3-
es darabkak keletkeznek. Ezeket csokkend atmérdjii fémszitasorozaton (pl. 500, 200, 100, 50 um) préseljiik at.
A sejtek szétvalasat segithetjiik, ha Ca™"-mentes BSS-t alkalmazunk, amelyben kb. 1 mM EDTA (Ca*"-ot és
Mg "-ot is két), illetve EGTA (féleg Ca*-ot kot) van feloldva.

A szbvettenyészetek inditasanak a bevezetoben vazolt explantatum technika mellett leggyakrabban hasznalt modja
az ligynevezett tripszinezés. Altalaban 0,25%-os tripszinoldatot hasznalunk, amit Ca™ -mentes BSS-ben készitiink
el. Ez nemcsak azért fontos, mert a Ca’ -megvonds gyengiti a sejtkapcsolatokat, hanem mert jelenléte erésen
gatolja a tripszin aktivitasat.

A tripszinnel valo kezelésnek két f6 modja van. Az egyik az Ugynevezett meleg tripszinezés. Ilyenkor a
szovetdarabkakat az erre kialakitott iivegedényben (5.27. abra) enyhe keverés mellett 37°C-on inkubaljuk. Nagyjabol
20 percenként megallitva az emésztést, a szovetdarabkakat hagyjuk lelilepedni, és a mar izolalodott sejteket ledntjiik
az edény nyakanal 1év6 kis csovon keresztiil (5.27. abra). A megmaradt szovetdarabkak emésztését friss
tripszinoldattal tovabb folyatatjuk. Ezt a miiveletsort 3-4 alkalommal ismételjiik. A sejtszuszpenziordl centrifugalis
iilepités utan lecseréljiik a tripszinoldatot. Az egymas utan nyert sejtszuszpenzidkat jeges vizfiirdében tarthatjuk,
hogy kizarjuk a hipoxias karosodast, majd a folyamat végén egyesitjiik 6ket, életképesség vizsgalatot végziink,
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¢és beadllitjuk a szuszpenzi6 siriségét. Tapfolyadékban valo felszuszpendalds utan a kivant siirtiségben
tenyészedényekbe pipettazva indithatjuk el a tenyészetet. Izolalt sejtekb6l indulva nem kell a tenyészet kialakitasahoz

=

STIRRER \
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5.27. abra. Tripszinezd iivegedény. Leggyakrabban 50—100 ml-es atalakitott Erlenmeyer-lombik, amelynek oldala
4-6 helyen be van nyomva, hogy a benne araml6 folyadék drvénylését biztositsa. Az oldatot kis fordulatszamu
magneses keveré mozgatja

A fent leirt tripszinezés kozben azért nyerjiik ki tobb menetben a sejteket, mert a tripszin a sejtek felszinén 1évo
Osszes fehérjét emészti, nem csak a sejtkapcsolo szerkezetekben szereploket. Emiatt kivanatos, hogy minél rovidebb
ideig legyenek a sejtek aktiv tripszin hatasanak kitéve. Az igynevezett hideg tripszinezést ennek a problémanak
a csokkentésére dolgoztak ki. Az eljaras soran a tripszinez6 oldatban 1év6 szovetdarabkakat jégszekrénybe helyezziik
pl. egy éjszakara. Ezalatt a tripszin emészté hatdsa minimalis, viszont be tud diffundalni a sejtek k6z¢é. Masnap
37°C-os vizfiirdbe helyezve a szovetdarabkak belsejében is kifejti emésztd hatasat a tripszin, és igy akar egyetlen
menetben is kinyerhet6k lehetnek az izolalt sejtek.

Fontos tudnunk, hogy a tripszin alkalmazasanak erds korlatai vannak. Sajat tapasztalataim szerint pl. tripszinnel
jo életképességii sejteket nyerhetiink embrionalis majbol, de a felndtt maj sejtjei ugyanilyen eljaras hatasara kivétel
nélkiil mind elpusztulnak.

Sejtizolalas céljaira tobbféle egyéb enzimet is alkalmaznak. Ezek koziil igen hatékony a pronaz, amely bakterialis
forrasbol nyert aspecifikus proteinaz. Igen agressziv enzim, amely konnyen karositja a sejteket. Tovabbi enzimeket
tobbnyire kiegészitésképpen hasznalnak, igy pl. kollagenazt, hialuronidazt, diszpazt, DN-azt. Ezzel kapcsolatban
fontos szem el6tt tartani, hogy olyan enzimeket nem szabad ugyanazon oldatban egylittesen alkalmazni, amelyeknek
kiilonboz6 az ionokkal kapcsolatos igényiik. Tehat pl. nem hasznalhato egyiitt tripszin és kollagenaz, mivel az
utdbbi csak Ca’™ jelenléte mellett aktiv. A DN-az hasznalata latszolag irracionalis. A szerepe nem is abban van,
hogy segiti a sejtek szétvalasztasat, hanem abban, hogy megakadalyozza, hogy a sériilt sejtekbdl kiszabaduld6 DNS-
re kicsapodjanak a mar izolalt sejtek.

Noha kezdetben valoban kisegito szerepet jatszott a kollagenaz, sok szovet és szerv esetében fokozatosan kiszoritotta
az egyéb enzimeket, mivel hatasa az altalanos proteinazokénal specifikusabb, és kevésbé karositja a sejtek felszinén
1év6 fehérjéket.
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Frissen izolalt sejtek, sejtcsoportok

Az frissen késziilt izolatumok felhasznalasanak elénye, hogy miikodésiik kozelebb all az in vivo allapothoz, mint
a szovettenyészeteké. Az azonnali felhasznalas kiilondsen fontossa teszi, hogy az izolalt részek jo életképességiiek
legyenek. Igen jo eredményre vezet, ha az izolalooldatokat részben vagy egészében perfuziod utjan juttatjuk a
szervbe.

Ebbdl a szempontbol a leginkabb elterjedt a felndtt patkany majabol kollageniz enzimmel valo perfiizios
izolalas, amelyet itt kiemelt példaként részletesebben ismertetek. A modszer sikeres alkalmazasar6l 1969-ben
kozolt cikket Michael Berry, majd a 70-es évek elején azt tovabbfejlesztette Per O. Seglen. Az eredmény egy
maximalisan leegyszertisitett, konnyen alkalmazhat6 technika, amely azonban kitind eredményt ad.

Az eljaras eszkozeit az 5.28. abra, [épéseit pedig az ezt kovetd abrak mutatjak.

5.28.abra. A majsejtizolalashoz hasznalt eszkdzok

1: Ca-mentes puffer (500 ml), 2: perisztaltikus pumpa, 3: hdcseréld, 4: buborékcesapda, 5: kaniil, 6: hajlithato és
forgathato allvany, 7: gdmbcsuklo (6 és 7 segitségével a kaniil barmilyen pozicioba beallithato), 8: keringetd
termosztat, 9: Ca-tartalmu puffer az izolalt sejtekhez, 10: kollagenaz puffer (50 ml), 11: milanyag pohar 250 pm-
es sziiréhaloval, 12: Petri-csészék, 13: bonceszkdzok, 14: sebvarrd cérnak és szlirOpapir csikok, 15: bonctal, 16:
éter €s az altatashoz sziikséges 10 ml kiméréséhez méréhenger, 17: patkanypohar és négyrét hajtott szirépapiriv
szintén altatashoz, 18: lapos tolcsér, benne rozsdamentes fémracs miianyag pohar tetején, 19: altatomaszk, a nyil
mellett csonkolt 1 ml-es pipettacsucs, 20: fecskend6, benne 300 pl heparin
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5.29. abra. A patkanypoharba helyezett allat nyugodt

A patkanyt az éteres altatashoz tiszta sziir6papirral bélelt patkanypoharba tessziik. Fontos, hogy az edény az allat
behelyezése elott nyomokban se tartalmazzon étert; igy az allat nyugodt marad (5.29. abra).

A patkanypohar tetejére négyrét hajtott sziirdpapirivet tesziink, majd arra 10 ml altatdshoz késziilt tiszta (alt.) étert
ontiink. A poharat lapos targgyal lefedjiik. Ezuttal egy késébbi 1épéshez eldkészitett 23 cm atmérdjli Petri-csészét
hasznélunk. Mivel az allat érzi, hogy az éter fentrdl jon, lent marad az edény aljan, és nyugodt allapotban alszik
el (5.30. abra). A narkozis akkor kelléen mély, ha az edény megdontésére az allat nem reagal kitdmaszto reflexszel,
hanem az oldaléra gordiil.

5.30. abra. Az altatas
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A patkanyt a bonctalba hanyatt fekve helyezziik el. A szajliregébe a nyelvét kihuzva a két végén levagott 1 ml-es
pipetta csucsot helyeziink el, hogy a tonusat vesztett hatraesé nyelvgyok a 1égzési utat el ne zarja. A narkézis akkor
kellden mély, ha a farok az abran lathatd modon behajlitva marad (5.31. abra). Az allat ébredésének elsé jele a
farok kiegyenesedése. Ha ez torténik, akkor az allatot vissza kell tenni az altatdedénybe.
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5.31. abra. Az allat elhelyezése a bonctalban

Az allat fejére altatomaszk keriil, amelyen alul egy nagyobb nyilas van a fejnek, és feliil egy kisebb a levegonek,
benne pedig vatta az éter felszivasahoz (5.32. abra). Néha bekovetkezhet a 1égzés megallasa, de a maszk levétele
utan a mellkas két ujjal vald ritmikus nyomkodasaval az kdnnyen ujraindithato.

A penisvénaba 300 pl heparint injektalunk (5.33. &bra). Ha a penis az ujjak koziil kicsuszik, a szlirGpapircsik két
ujjhegynyi darabja kozé kell fogni.

5.32. abra. Az altatomaszk hasznalata
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5.33. abra. A heparininjekcié beadésa

Ezt kovetden a hasfalon keresztiranyu, széles metszést érdemes vagni. Ha sterilen kell dolgoznunk, akkor a

metszés leendd helyén a hasfalat le kell borotvalnunk alkohollal is fertdtleniteniink kell. A bal oldalon 1évd

terjedelmes vastagbélszakaszt és a hozza kapcsolodo tobbi bélkacsot a jobb oldalra hajtjuk, hogy eldtiinjon a
e 11

majkapu’ .

5.34. abra. A hasfal megnyitasa

A perfiiziés kaniil bekotését a kovetkezOképpen végezziik. A majkapu foltarasa utan hajlitott csipesszel a majkapuér
(vena portae hepatis) ala nyalunk, csipeszbe fogjuk a sebvarrd fonalat, és 6vatosan athuzzuk azt a kapuér alatt
(5.35. abra).

' Az allat anatémiai felépitésével kapcsolatban 1. az anatomiai tanulmanyokat.
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Az athtzott fonalra laza hurkot kétlink a kaniil késébbi bekotésének elokészitésére (5.36. abra, jobb fels6 kinagyitas).
A mozgathat6 allvany segitségével megfeleld pozicidba helyezziik a kaniilt, és meginditjuk a perfuzidés pumpat.
Ezutan hajlitott szemészolloval félig bemetssziik a hatulso tires fovénat, a vena cava posteriort (5.36. abra, bal
also kinagyitas, nyil), majd rogton ezutan a portalis vénat (jobb fels6 kinagyitas, nyil). Ebbe a nyilasba juttatjuk a
kaniilt, és az elokészitett hurokkal bekotjiik azt a v. portae hepatisba.

5.35. abra. A sebvarr6 fonal kapuér alatti athtizasa: a jobb felsd, kinagyitott részleten lathato a kapuér alatt atbujtatott
csipesz Osszezart szarainak hegye

J

5.36. abra. Laza hurok a kapuér koriil a kaniil bekotéséhez (jobb felsd, kinagyitott részlet, az érre nyil mutat),
valamint a v. cava posterioron ejtett bemetszés (bal also részlet, nyil)

A bekotott perfiizié mar néhany masodperc alatt kimossa a vért a majbol, ezért az a tovabbiakban a sajat sargasbarna
szinében tlinik fel (5.37. abra). Folytatodo perfuzio mellett vagassal kiszabaditjuk a méjat a hashartya lemezei
koziil. Az atfolyé rendszerli in situ perfuziot és az izolalt perfuziot HEPES-sel pufferelt, Ca++-mentes BSS
segitségével végezziik a sejtkapcsold szerkezetek meglazitasa érdekében.
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5.37. abra. A perfizid6 mar néhany masodperc alatt kimossa a vért a majbol, ezért az a tovabbiakban a sajat
sargasbarna szinében tiinik fel

Az in situ perfuziés rendszerben — a felhasznalas jellegétol fiiggden — a perfiizios médium lehet oxigenalt vér
vagy vérpotlék éppugy, mint pl. BSS (sejtizolalas esetén BSS-t hasznalunk). Ilyenkor nincs sziikség
gazcsereegységre, mivel az atfolyt vért nem vezetjiik vissza a perfundalt szervbe (5.38. abra).

perisrtaltikus
buborék = T pumpa
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5.38. abra. Az egyszerli atfolyo rendszer(i in situ perfizids rendszer vazlatos rajza

Az allatbdl kivett majat a hajlithato allvany segitségével mozgatva rahelyezziik a lapos télcsérben 1év6 rozsdamentes
acélhalora (5.39. és 5.40. abra). A tdlcsérre helyezett acélhaloval atfolyé rendszerii izolalt-perfundalt rendszert
hoztunk létre. A szerv atemelése kozben a Ca-ionok kimosasat szolgalo perfuzié folyamatosan miikddik (0sszesen
tiz percen at tart, mikdzben a méajon 500 ml puffert &ramoltatunk at).
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5.39. abra. Az allatbol kivagott maj a kaniilon fiigg a lapos tdlcsérben 1év6 rozsdamentes acélhalo folott

5.40. abra. Az atfolyo rendszerti izolalt-perfundalt rendszer, folyamatosan fenntartott perfuzioval

A tiz perces Ca++-mentesitd perfuzio leteltével néhany masodpercre leallitjuk a perisztaltikus pumpat, és az atfolyd
rendszert recirkulaciossa alakitjuk at. A Cat++-mentes BSS edényébdl a beszivocsovet és a méjat egyarant egy-
egy mozdulattal athelyezziik a kollagenaz puffert tartalmazé mianyag poharba, illetve poharra (5.41.—5.43. abra).
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5.41. abra. Az atfolyo rendszer recirkulaciéssa valé atalakitasihoz a Ca™ -mentes BSS edényébél a beszivocsovet
és a majat egyarant egy-egy mozdulattal athelyezziik a kollagenaz puffert tartalmaz6 miianyag poharba, illetve
poharra

perisztaltikus
pumpa

bubarék—

csapda kollagendz

5.42. abra. A kollagenazos emésztéshez hasznalt recirkulacios perfuzios rendszer vazlata
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5.43. abra. A perfundalt méj a recirkuldcios kollagenazos emésztés fazisaban

A recirkuliciés rendszerben ujrainditjuk a perfuziot, és ismét 10 percen at 0,05%-nyi kollagenazt tartalmazo
puffert aramoltatunk 4t a szerven. A kollagenaztartalmi BSS Ca''-ot tartalmaz, ami sziikséges a kollagenaz
aktivitasahoz. Ennek ellenére a Ca''-fiiggd sejtkapcsolatok nem allnak helyre, mert irreverzibilisen meglazultak.
Ennek révén a kollagenaz a sejtek kozé jut, €s az emésztés hatasara a sejtek egymashoz tapadasa nagyon meggyengiil.

A teljes folyamat soran a perfuzids dramlasi sebesség egy feln6tt, 350—400 g-os patkanybol szdrmazd méj esetén
50 ml/perc. Ez nagyjabol haromszorosa az in vivo vérataramlasi sebességnek.

A m3j a kollagenazkezelés hatasara megduzzad. A Kaniilrél valé levétel utan Petri-csészében 16v6 Ca'™ tartalmu
BSS-be keriil. Ott ritka fogt kutyaféstivel feltépjiik a kapszulat, és ,kifésiiljiik” a sejteket az érhalozatbol (5.44.
abra).

5.44. abra. A sejtek Ca' " -tartalmi BSS-be torténd , kifésiilése”
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Jol sikeriilt izolalas esetén az egész maj sejtekre, illetve néhany sejtes sejtcsoportokra esik szét, és a csipeszben
csak a nagy erek halozata marad (5.45. abra).

.+ 4-

5.45. abra. Jol sikeriilt izolalas esetén a csipeszben csak a nagy erek haldzata marad

A Keletkezett sejtszuszpenziot 250 um lyukméretli szlirén atsziirjiik, majd 30 percig enyhe mozgatas mellett
37°C-on nagy Petri-csészében inkubaljuk (5.46. abra). Ebben a fazisban az irreverzibilisen karosodott sejtek
elpusztulnak, az enyhén karosodottak reparalodnak. Ujabb sziirés kovetkezik, ezittal 100 um lyukméretii sziirén,
az esetleg Osszetapadva maradt nagyobb sejtcsoportok kikiiszobdlésére, ami biztositja a szuszpenzio homogenitasat.
A duzzadt, elpusztult sejtek stirlisége kisebb, ezért elég jo hatékonysaggal elkiilonithetjiik ket centrifugalis
iilepitéssel.

Ezt kdvetden életképesség-vizsgalatot végziink. Erre a célra leginkabb elterjedt a BSS-ben oldott 0,2 %-os
tripankék oldattal valo festés. Az életképes sejtek nem festddnek, a karosodottaknak eldszor a sejtmagja, majd a
citoplazmadja is kék szinben ttnik fel.

A fent leirt médszerrel 90% feletti életképességii sejt szuszpenziok is nyerhetdk. A gyakorlati tapasztalatok szerint
80% feletti életképességli szuszpenziokkal még reprodukalhaté eredmények érhetdk el.

A standard modszer szerint a kisérletekhez ezutan 400 pl-nyi térfogatban mériink ki sejteket standard rovidkémesobe
(5.46. abra).
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5.46. abra. Az izolalt majsejtek szuszpenzidjanak tisztitasa és a kisérleti mintak kimérése

Az ilyen szuszpenzidk siiriiségét a legkonnyebben nedves tomegméréssel allithatjuk be. Ezt gy végezziik, hogy
elére lemért kémcsdvekbe pipettazunk 100 pl-nyi szuszpenziot, majd centrifugéalés és a feliiluszo leszivasa utan
az iiledékkel egyiitt ujra lemérjiik a kémcsoveket. A sejtsiiriséget a kémcsoves kisérletekben 50—-100 mg/ml-re
allitjuk. A csdvekbe 400 pl szuszpenziot mériink, és 37 °C-on, pl. vizfiirddben rotacids mozgatassal razatjuk Sket
amegfeleld oxigenalds biztositasara. Ilyenkor a sejtek egyiitt &ramlanak a médiummal, és igy kevéssé karosodnak;
veliik 2-2,5 d6ra hosszusagu kisérleteket lehet végezni. Ilyen médon egyetlen majbol sok szaz parhuzamos mintat
is készithetiink, de egy személy szdmdra mar 100 cs6 kezelése is béven elég munkat ad.

A Kkis térfogat miatt a rendszer igen gazdasagosan hasznalhatd. A médium a vizsgalat igényeihez igazodhat,
legegyszeriibb esetben lehet pl. HEPES-sel pufferelt BSS. A csovek feltdltésével és dugdval vald lezarasaval
barmilyen Osszetételt gazfazist is egyszerlien biztosithatunk.

Ilyen rendszerben Kkitiinden vizsgalhatok pl. metabolikus folyamatok, toxikus hatasok, fehérjeszintézis,
fehérjelebontas stb.

A fenti modszer érdekes modositasa révén mitétek soran eltavolitott emberi majdarabokbol is nyerhetiink izolalt
sejteket. A maj vagott felszinén talalt nagyobb érbe vezethetjiik a kaniilt, amin keresztiil a csatlakozoé érelagazassal
behalozott majrész atperfundalhato.

A perfuzids izolalasi technika kisebb-nagyobb modositasokkal minden perfiiziés rendszerben miikodtetheto
szerv esetében alkalmazhaté.

Szovet- és sejttenyészetek

A tenyésztés koriulményei

A bevezetésben kiemelten foglalkoztam olyan tényezdkkel, amelyek altalanosan vonatkoznak az 6sszes in vitro
rendszerre. Ezuttal olyan feltételekrdl lesz sz6, amelyek a szovet- €s sejttenyészetek specialis igényeivel fiiggnek
Ossze.

A szovet és sejttenyészetek két alapvetd tipusa, a monolayer és a szuszpenzids tenyészet alapvetden eltér egymastol
a tenyészedények tekintetében. Mindkettore altalanosan érvényes megallapitas talan az lehet, hogy amig korabban
boroszilikat tivegedényeket hasznaltak (ezek az tigynevezett natriumiiveghez képest sokkal kevesebb toxikus
anyagot tartalmaznak), manapsag mar tilnyomorészt polisztirolbodl késziilt, eldobhat6 edényeket alkalmaznak.
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A monolayer tenyészetek alapvetd igénye, hogy letapadasra alkalmas hidrofil feliilet alljon a sejtek rendelkezésére.
Az iivegfeliilet mar 6nmagaban ilyen, ha kellen tiszta, akkor arra a sejtek képesek kitapadni. A polisztirol azonban
kozvetleniil a gyartas utan hidrofob, és tovabbi kezelés hianyaban csak mikrobiologiai tenyészetekhez alkalmazhato.
Monolayer tenyészetek céljait szolgalo edényeket a kataldgusokban a ,,TC quality” (tissue culture quality) jelzéssel
illetik. Ez azt jelenti, hogy a tenyészfelszint rendszerint glim-kisiiléssel hidrofilizaltak. Ha az elektromos kezelés
oxigénatmoszféraban tortént, akkor a felszinre negativ toltésii, illetve polaros oxigénatomot tartalmazo részek
kertiltek. Ugyanez a kezelés nitrogénatmoszféraban pozitiv, nitrogéntartalma atomcsoportokhoz vezet. A sejtek
letapadasahoz mindkettd jol megfelel. Olcsobb és kényelmesebb oxigénatmoszféraban hidrofilizalni, ezért ez az
altalanosan elterjedt. Bizonyos sejttipusok szamara mégis kedvezobb a pozitiv toltési feliilet. Ezt elérhetjiik ugy,
hogy polilizinoldatot t5ltiink az edénybe, amit néhany 6ra mulva tobbszor ledblitiink. A felszin toltését tartdsan
megvaltoztatdé molekuldk olyan erdsen kétve maradnak, hogy a mosés nem tavolitja el dket.

A makromolekulédkra, koztiik olyanokra, amelyek a szérumban vannak, vagy maguk a sejtek termelik, a felszinekre
vald eltavolithatatlan adszorpcid jellemz6. Emiatt sem népszeriick ma mar az iivegfelszinek. Noha elvileg tobbszor
felhasznalhatok, mindségiik bizonytalan és valtozo.

A letapadasi felszint gyakran médositjak specifikus letapadast szolgalé vagy azt gyengité anyagok segitségével.
Ilyen lehet pl. a felszin szérummal valo el6kezelése, ami utan altalaban szintén &blitést alkalmaznak, és igy csak
molekularis fedoréteg marad. Tisztitott formaban alkalmazott ilyen anyagok pl. a kollagén, fibronektin, kondronektin,
laminin, fetuin. Idénként cél lehet a letapadas gatlasa. A sejtek letapadastol valo fliggdségének elvesztése atalakulasuk
fontos jellegzetessége. Ennek megallapitasara pl. lagy agargélben, vagy metilcellulozoldatban szuszpendaljak a
sejteket, mialtal nem siillyednek az aljzatra. Ha igy is képesek osztodni, akkor ugynevezett transzformalt sejteknek
nyilvanitjak éket, ami virusok hatasara vagy rakos atalakulasra utal.

Monolayer tenyészetek esetében a tenyészedényeknek két alapveto tipusuk van. Az egyik a Petri-csésze, amely
lehet egyedi (5.47. abra) és lehet ugynevezett soklyuku talca (multiwell plate), amely 4-t6l akar 96 kis csészét
(well) is magaba foglalhat (1. 5.54. abra). A masik tipus az ugynevezett flaska, amely csavaros kupakkal van
ellatva, ezaltal jol zarhat6 (5.47. abra). A Petri-csésze tipus feddjének belsején harom kis biityoknek kell lennie,
ami elemeli a fed6t, és ezaltal biztositja a gazcserét. Lezart flaskaban nincs lehetdség a gazfazis ekvilibralasara.
Ha a flaska szén-dioxid-termosztatba keriil, akkor altalaban meglazitjak a kupakot. Elénye, hogy ha nagy a gaztere,
akkor megtolthetd barmilyen gazzal, ezaltal szén-dioxid-termosztaton kiviil is tarthato, viszont ilyenkor folyamatosan
né benne a szén-dioxid-koncentracio a sejtlégzés eredményeként.
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5.47. abra. Tenyészedények (flaskak fenn, Petri-csészék lenn), benniik fenolvordssel festett médium

Szovettenyészetekben viszonylag gyakran hasznalnak betéteket. Ezek hagyomanyos forméja az ugynevezett
fedélemez tenyészet, amelyben a sejteket a tenyészedénybe helyezett iiveg vagy miianyag lemezre szélesztik. Ezt
azutan konnyen fel lehet hasznalni rogzitett és festett preparatumok készitésére olyan modon, hogy a sejteket
tartalmazo vékony iliveg- vagy milanyag lemezen tenyésztett sejteket megfestjiik, és a tenyésztdlemezt fedélemezként
targylemezre helyezziik (5.48.—5.51. abra).
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5.49. dbra. Polisztirol tenyészlemez és kupakkal lezarhaté edénye

5.50. abra. A tenyészlemez behelyezése a médiummal t51t6tt edénybe
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5.51. abra. Fed6lemez tenyészet vékony polisztirol tenyészlemezen

A tenyészfelszin specifikus modositasaként foghato fel az a modszer, amikor konfluens monolayer tenyészetet
hoznak létre pl. kotoszoveti sejtekbol (fibroblasztokbdl). Ezek osztodasi képességét valamilyen modszerrel
irreverzibilisen megsziintetik (pl. mitomycin C kezelés, vagy gamma-sugarzas), és az igy tovabbéld sejtrétegre
telepitenek egy masik tipusu sejtet. Ilyen modon tenyésztik pl. az embrionalis Gssejteket.

A tenyészedény aljara tapadt sejtek vizsgalatara modositottdk a hagyomanyos mikroszkopot olyan médon, hogy
az objektiv a targy ala kertilt. Ez az igynevezett invertoszkép (forditott allasu, vagy inverz mikroszkop, inverted
microsocpe, (5.52.—5.54. abra), amit faziskontraszt vizsgalatra is képessé tesznek, mert ennek hianyaban a vékony
sejtréteg 1ényegében lathatatlan marad.

.

5.52. abra. A szdvettenyésztés céljaira konstrualt forditott allast mikroszkop (invertoszkop) felépitésének vazlata
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5.53. abra. Forditott allasu mikroszkop oldalnézete. A targyasztalon tenyészflaska lathat6, amelynek mozgatasa
a targyasztalon altalaban szabad kézzel torténik

5.54. abra. Forditott allasti mikroszkop eldlnézete. A targyasztalon 96 lyuku talca lathato, amely egy erre a célra
késziilt adapterben két iranyban mozgathato

Szuszpenzids tenyészetek fenntartisanak fontos feltétele a megfeleld oxigénellatas biztositasa, és ami ezzel
Osszefligg, a sejtek kililepedésének meggatlasa. Ezt tobbféle modon oldjak meg. Ez egyik a tenyészedény forgatasa,
amit a forgocsdves (roller tube) vagy forgopalackos (roller bottle) rendszerben alkalmaznak (5.55.—5.58. abra).
Ilyenkor forgé gumihengerek k6z¢ helyezik az ugyancsak hengeres edényeket.
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5.56. abra. Forgdcsoves szuszpenzios tenyészetek
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5.58. abra. Nagyméretli forgopalackos tenyészedény és forgatoberendezés

Szuszpenzids tenyészetekre a leggyakrabban specialis keverdedényt alkalmaznak, akar magneses, akar mechanikus
forgatassal (ilyen edényt mutat az 5.59. abra). Megoldhato az oxigenalas gazzal valo atbuborékoltatassal. [lyenkor
habzasi problémak jelentkezhetnek, ami pl. feliileti fesziiltséget csokkentd anyagok hozzdadéaséaval kikiiszobolhetd.
Szuszpenzios tenyészetbe vihetok letapadast igényld sejtek is, ha a szamukra apréo gombokon tapadasi feliiletet
biztositunk: ez az ugynevezett mikrogyongytenyészet (microcarrier bead culture, 5.59. abra).
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5.59. abra. A szuszpenzios tenyészet fenntartasara szolgald keverdedény egyik tipusaban kiviilre nyulo tengely
mozgatasaval el6zziik meg a szuszpendalt sejtek kiiilepedését (bal oldal). Ilyen rendszerben letapadast igényld
sejtek is tarthatok, ha megfelelé mindségii, hidrofil felszinii mikrogydngydkre engedjiik ket kitapadni (jobb oldal)

A tenyészetek novekedése és fenntartasa

A szovet- és sejttenyészetek mindennapi gyakorlatban valo fenntartasa bizonyos jol kialakult rutint kovet.
Szuszpenzids tenyészetek esetében ez nem jelent mast, mint egy kis térfogatt alikvot kivételét a régi tenyészetbol,
¢és friss médiumot tartalmazé tenyészetbe valo atjuttatasat. Mindez egyszert pipettazassal elvégezhetd.

Monolayer tenyészetek esetében a sejteket az aljzatrol le kell valasztani. Ennek mddja a tapadas er6sségétol
fiigg. Egyes sejttipusok akar lerazhatok, vagy pipettabdl kispriccelt médiumsugarral (pipette jetting) lemoshatok
lehetnek. Erdsebb tapadast EDTA (EGTA) segitségével sziintethetiink meg. Végiil, ha ez sem elég, akkor tripszint
alkalmazhatunk. A sejtizolalashoz képest a passzalashoz alkalmazott tripszin koncentraciojat érdemes a sejttipusra
nézve specifikusan meghatarozni, és a sziikséges minimumon tartani az alkalmazasanak idejével egyiitt. A tripszin
ugyanis még akkor is jelentdsen befolyasolhatja a tenyészet novekedését, tehat a sejtek osztodasanak sebességét,
ha csak nyomokban marad a tenyészetben. Emiatt, ha a passzalashoz tripszint hasznalunk, akkor egyrészt a
szuszpendaljuk fel a sejteket. Ebben a médiumban tripszint gatlé anyagra van sziikség. Ez lehet a szérum, ha
viszont a médium szérummentes, akkor pl. sz6jabol szarmazd tripszininhibitort célszerii a médiumhoz adni.

A késobbi novekedés kézben tartasa érdekében meghatarozand6 az atvitt sejtszuszpenzio siirtisége és életképessége.
Fontos annak ismerete, hogy az adott sejttipus az adott tenyésztési koriilmények kozott milyen hatékonysaggal
indul osztédasnak. Ezt a kvalitast telepképzési hatékonysagnak (plating efficiency) nevezziik. A kifejezés onnan
szarmazik, hogy a kiiiltetett sejtek mindegyike az osztddas révén maga koriil 1ényegében egy telepet, azaz klént
hoz létre. Ez szuszpenzidban is lathatova valik, ha pl. lagy agarban egyiitt tartjuk az utédsejteket. A telepképzési
hatékonysagot a sejtek szamanak %-aban fejezziik ki; ha tehat a telepképzési hatékonysag 1%, akkor minden
szazadik, ha 50%, akkor minden masodik, ha 100%, akkor az 0sszes sejt osztodasnak indul. A kiiiltetési, vagy
szélesztési stirtiség (seeding density) és a telepképzési hatékonysag ajanlott aranyait mutatja a X. tablazat.

X. tablazat. Sejttenyészetek inditasanak néhany paramétere

A szélesztési siirtiség és a telepképzési hatékonysag viszonya

A Kiiiltetett sejtek optimalis szama

Virhaté telepképzési hatékonysag | szuszpenzioban sejt/mm3 monolayerben sejt/cm2
0,1% 10* 2x10°
1% 10° 2x10?
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10% 10 2x1°
50% 20 4
100% 10 2

Tovabbi szempont a tenyésztés soran az osztodas és a médium tipanyagai felhasznalasanak sebessége. A ketto
egymassal is 0sszefiiggésben van. A médium elhasznaltsagat legkdnnyebben annak savasodasa mutatja, amit a
fenolvords indikatornak a sarga iranyaba vald szineltolodésa jelez. Az osztodas sebességét monolayer esetében a
sejtek altal elfoglalt teriilet nagysaganak a novekedése mutatja, szuszpenzioban pedig n6 az oldat zavarossaga. Két
passzalas kozott a fenti paraméterektdl €s a kozeg tapanyagtartalmatdl fiiggden tobb médiumcserére is sziikség
lehet.

A novekedés elvileg a mikroorganizmusokéhoz hasonlé exponencialis fiiggvényt mutat, amely tizes alapu
logaritmikus abrazolas esetében inflexids ponton 4t telitésbe fut. Kezdetben nem latszik a sejtek szaporodasa, sét,
egy részik nyilvan el is pusztul, ez a lag fazis (5.60. abra). Ezt az exponencialis novekedés szakasza koveti (log
fazis). Biologiai és gyakorlati szempontbdl is nevezetes a logaritmikus ndvekedés kozeépso szakasza, az igynevezett
midlog fazis, ami tizes alapu logaritmikus abrazolas esetén az inflexios pont koriil talalhatd. A tapasztalatok szerint
sok szempontbdl az ilyen tenyészettel végzett kisérletek eredményei a leginkabb reprodukalhatoak. A log fazist
az osztodas lassuldsa, majd stagnalasa koveti (platé szakasz). A novekedés jellegzetes paramétereit az 5.60. dbra
mutatja.

A tenyészetek jellemzésére hasznalt paraméterek koziil kiemelkedden fontos a duplazédasi idé (doubling time)
¢és a telitési siiriiség. Ez utobbi a novekedés slirliség altali gatlasa révén kialakuld platofazisban mérhetd
sejtkoncentracidé. Normalis sejtekbdl kialakult monolayer tenyészetek esetében a telitési siiriiség elérésekor a
tenyészfeliiletet teljesen befedik a sejtek, tgynevezett konfluens tenyészet alakul ki. A konfluencia kifejezést a
fedettség mértékének jellemzésére is hasznaljuk annak alapjan, hogy a rendelkezésre allé szabad tenyészfeliilet
mennyire fedett sejtekkel. Két passzalas kozott a félig fedett (szemikonfluens) €s a teljesen fedett (konfluens)
allapot a két leggyakrabban hasznalt tajékozodasi szakasz. A kontakt gatlast mutatd normalis sejttipusok csak
akkor osztodnak tovabb, ha konfluens tenyészeteiket ujra passzaljuk.
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5.60. abra. Redlis adatokat mutaté altalanositott ndvekedési gorbe két passzalas kozott

A kontakt gatlas elvesztése esetén a konfluens allapot utan is tovabb osztodnak a sejtek. Tobb réteget is alkothatnak,
ami zavarja a tenyészetek vizsgalhatosagat, és gyakoribb médiumecserét tesz sziikségessé.
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A tenyésztés alapadatait, az alkalmazhatd médiumot, a ndvekedés €s passzalas dinamikajat ismert sejtvonalak
esetében mar irodalmi adatként is megkaphatjuk.

A sorozatos passzalasok sordn a primer tenyészet eredeti sejtosszetétele megvaltozik. Ez az explantdtum technika
esetében latvanyosabb, mivel a nem migrald sejtek itt mar az elsé passzalaskor kiszelektalodnak. A szelekcios
hatasok azonban tovabbra is miikddnek, és olyan tenyészetekben is jelen vannak, amelyeket izolalt sejtekbdl hozunk
létre. A tenyésztés karos, szelektiv, sejtpusztito tényezoi (pl. a passzalas ,,gydtrelmei”) gyorsan kivégzik a rajuk
érzékeny sejttipusokat. Marad azonban egy allanddan és mindeniitt jelen 1évo, igen erds szelekcios hatas, amely
az életképes sejteken miikddik, ez pedig az osztédasi sebesség alapjan torténé szelekcio. Azok a sejttipusok,
amelyek gyorsabban osztodnak a tobbieknél, néhany generacié utan hattérbe szoritjak, illetve teljesen talndvik a
mar nagyjabdl stabilnak tekinthetd egy szovettenyészet, abbol a szempontbdl, hogy benne atlagosan ugyanolyan
sebességgel o0sztodod sejttipusok vannak. Megjegyzendd, hogy ez nem jelenti feltétleniil azt, hogy a tenyészet
morfolégiailag, vagy mas markerek tekintetében teljesen homogén.

Erdemes még megjegyezni, hogy a kutatok gyakran szandékos szelekciét is alkalmaznak bizonyos sajatossagii
sejtek preferencialis felszaporitasara a tenyészetekben. Ilyenkor az torténik, hogy egy tudatosan alkalmazott
szelekcios hatas (amely lehet pl. a tenyésztés valamilyen paraméterének megvaltoztatasa, valamilyen anyagnak a
médiumhoz vald hozzaadasa) a heterogén sejtpopulacio egyes sejtjeinek szaporodasara kedvezétlenebb hatassal
van, mint masokéra. Emiatt az utobbiak az eldbbieket fokozatosan talnovik. Ilyen modon alakitottak ki pl. bizonyos
anormalis sejtekre karos hatast drogokra rezisztenciat mutaté sejtvonalakat. Az effajta valtozasok mogott gyakran
az ellenalld sejtekben spontan modon 1étrejott mutacio all.

Klénozas és sejtklénok

A szovet- és sejttenyészetekben végzett vizsgalatok nagyobb reprodukalhatdsaga és jobb értelmezése miatt sokszor
fontos, hogy a tenyészet heterogenitasat a legkisebbre korlatozzuk. Ennek elérésében fontos eszkoz lehet, ha
sejtklont, tehat olyan tenyészetet hozunk létre, amely egyetlen sejt utodaibol all. Ezt az allati sejteknél sokszor
nem konny{i megvalositani.

Az egyszerli esetekben olyan mértékben higitjuk ki a szuszpenzidnkat, hogy egy adott kimért térfogatba csak
egyetlen sejt jusson. A médium kondicionalas szerepe miatt a sejt/médium térfogataranynak sokszor igen kicsinek
kell lennie, ami nagy relativ feliilethez vezet, és a parolgas révén valo betdoményedés veszélyét hozza magaval.
Ilyen esetben, mint mindenkor, amikor apré6 médiumcseppben kell hosszabb ideig egyetlen sejtet, vagy apro
tobbsejtes struktirat megdrizni, finomitott paraffin- vagy szilikonolajjal fedhetjiik le a vizes fazis cseppjeit.

A konnyebben klonozhatd, letapadasfiiggo sejtek esetében alkalmazhatoé rutineljaras a klonozogyiiri hasznalata.
Erésen kihigitott szuszpenziot szélesztiink pl. Petri-csészében. Az egyenként egymastol tobb cm tavolsagra letapadt
sejtek utodai egymas kozelében maradva telepet alkotnak. Hat-nyolc generacio megsziiletése utan a kivanatosnak
latszo csoportokat inverz mikroszkopban kivalasztjuk, és a tenyészedény kiilsé oldalan permanens markerrel
megjeloljiik. Leszivjuk a médiumot, majd e célra késziilt, rendszerint rozsdamentes acélbol gyartott tgynevezett
klonozogytiriit szilikonzsirba nyomunk, és a kijelolt teriiletre tapasztjuk. A szilikonzsirral szigetelt hengerbe
tripszinezéoldatot ontiink, és a levalasztott sejteket mint klont tenyésztjiik tovabb.

Az egyik legkordbban sikeresen alkalmazott klonozasi modszer az ugynevezett kapillarisklénozas. Ilyenkor Ggy
jarunk el, hogy egy iivegkapillarisba egymastol jol megkiilonboztethetd, cm-es nagysagrendil tavolsagba egyedi
sejteket szivunk fel, majd a kapillarist egy Petri-csészében 1évé médiumba helyezziik. A kapillaris fala diffuzios
akadalyt képez a sejtek altal termelt anyagok, koztiik az ismert és a feltételezett autokrin ndvekedési faktorok eldtt.
fgy hatékonyabba valik a médium kondicionalasa, ami segiti a sejtosztodast. Az egymastol tavol 1évé osztodo
sejtek telepei mellett eltdrjiik a kapillarist, és kiilon tenyészcsészébe helyezziik, ahol tovabb folytatddhat a klon
novekedése.

A klonokkal kapcsolatban érdemes még megemliteni azt a tapasztalatot, hogy a latszolag jogos varakozassal
ellentétben sejtjeik nem teljesen egyformak. Ezt ugy deritették ki, hogy a klonokat tovabb klonoztak, szubklonokat
hoztak létre. A szubklonok tenyészeteit ezutan tobb paraméter tekintetében dsszehasonlitottak, és koztiik jelentds
kiilonbségeket talaltak. A sejtek tehat allanddan valtoznak, ha tenyésztjiik dket. Masképpen fogalmazva, csak
akkor nem valtoznak, ha nem tenyésztjiik 6ket. Ez meglehetdsen lehangolo lehet az eredmények hosszu tavi
reprodukalhatésaga szempontjabol. A helyzet mégsem olyan rossz, mint amilyennek elsére latszik. Az egyik
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megoldas az, ha egy adott kisérletsorozathoz kell6 mennyiségben fagyasztunk le bel6liikk ahhoz, hogy minden
esetben azonos korl tenyészettel dolgozhassunk. A masik tamaszt a sejttorzsek (cell strains) hasznalata jelenti.
Ma maér szamos sejtbankbol vasarolhatunk jol karbantartott és jellemzett sejtvonalakat. A sejttorzsek koziiliik
abban tlinnek ki, hogy nemcsak eredetiik, morfologiajuk és alapvetd jellegiik garantalt, hanem megfelelé mértékben
rendelkeznek bizonyos ugyancsak garantalt markertulajdonsagokkal, pl. egy adott hormonra val6 megfeleld
érzékenység, valamilyen antigén jelenléte a sejtmembranon, bizonyos enzimaktivitas adott szintli megléte stb.

Kérdések és feladatok

1. Mit jelent eredetileg az in vitro kifejezés és hogyan hasznaljuk ma? Hogyan viszonyul az ex vivo kifejezéshez?
2. Mit jelent az in vivo kifejezés, és mi jellemzi az in vivo kisérletezést?

3. Mi a parcialis hepatektomia és milyen fontos tanulsag vonhaté le a tanulmanyozasabol?

4. Melyek az in vitro végzett vizsgalatok kivitelezésének legfontosabb gyakorlati kovetelményei?

5. Milyen elényei vannak az in vitro vizsgalatoknak az in vivo kisérletezéssel szemben?

6. Soroljon olyan példakat, amelyekben kézenfekvd az in vitro vizsgalatok hasznossaga!

7. Milyen elvi jellegti valtozasok lehetdségeivel kell szamolnunk az in vitro rendszerekben végzett kisérletekben
az in vivo éallapothoz képest?

8. Milyen csoportokra oszthatok az in vitro kisérleti rendszerek Osszetettségiik legaltalanosabb szintjei
szempontjabol? Mi kiilonbségtétel egyik gyakorlati szempontbol is alapvetd jelentdségii sajatossaga?

9. Melyek az organotipikus in vitro rendszerek; mi az organotipikus nvekedés?

10. Melyek a hisztiotipikus in vitro rendszerek; mi a hisztiotipikus novekedés?

11. Hogyan csoportosithatok az in vitro rendszerek az oxigénellatas szempontjabol?
12. Mi jellemz6 a perfizios rendszerekre?

13. Mi jellemz6 a perfuzio nélkiili organotipikus rendszerekre?

14. Miért hasznalunk in vitro kisérletezéshez szovetszeleteket; milyen sajatossigai vannak az ilyen kisérleti
rendszereknek?

15. Melyek a monolayer tenyészet legfontosabb jellegzetességei?

16. Ismertesse a monolayer tenyészet 1étrehozasanak klasszikus modszerét, a tenyészet kialakulasanak f6 1épéseit!
17. Mi a sejtvonal és melyek életének legfontosabb szakaszai?

18. Melyek a sejtvonalak f6 tipusai és milyen alapvetd sajatossagaik vannak?

19. Mi a sejt klon és hogyan hozhatjuk 1étre?

20. Hogyan definialjuk a szuszpenzids tenyészeteket; milyen sejttipusokra jellemz6 a szuszpenzidban valo tenyésztés
lehetdsége?

21. Mi a kontakt gatlas?
22. Miért érdemes sejteket izolalni a szovetekbdl, szervekbol?

23. Milyen technikat alkalmazhatunk a szdvettenyészetek 1étrehozasara a klasszikus modszeren kiviil, és miért
érdemes, illetve mikor kell ilyen technikakat alkalmaznunk?

24. Melyek a teljes embrio tenyészetek in vitro vizsgalatanak fo tipusai; milyen fontos folyamatokat vizsgalhatunk
benniik?
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25. Milyen kapcsolat van az ICM ¢és az ESC tenyészetek kozott?
26. Milyen kisérleti lehetdségek nyilnak meg az ESC sejtek tenyésztése révén?
27. Milyen sajatossagokkal birnak és lehet6ségeket nyujtanak a ragesalok teljes embrid tenyészetei?

28. irjon példat a komplexitas Gjraépitésének in vitro megkozelitésére; milyen lehetdségek rejlenek az ilyen tipusu
kisérleti rendszerekben?

29. Ismertesse a nukledaris transzplantacio segitségével valo soksejti klonozas emldsdkben elért elsé sikeres példajat!
30. Milyen médon lehet in vitro mddszerekkel 1étrehozni emlds kimérat?

31. Milyen 0j komplex kutatasi és gyakorlati szempontbdl is jelentds iranyzat van kialakuloban az in vitro technikak
révén; milyen problémak megoldasat igyekeznek ezaltal megkozeliteni?

32. Milyen fontosabb szubcellularis in vitro rendszerek vannak és melyek ezek 6 sajatossagai?
33. Melyek az in vitro rendszerek miikodésének altalanosan érvényes fo feltételei?

34. Milyen technikai eszkdzokkel biztosithatjuk az in vitro rendszerek mikddésének altalanosan érvényes 6
feltételeit?

34. Hogyan viselkednek az in vitro rendszerekben 1év6 sejtek a hdmérséklet mérsékelt €s extrém megvaltozasanak
hatasara?

35. A hémérséklet valtoztatasanak milyen gyakorlati hasznositasa lehetséges az in vitro technikakkal kapcsolatban;
mik ennek az eszkozei?

36. Milyen kovetelmények érvényesek az in vitro rendszerekben hasznalt vizre, és mik az ehhez sziikséges eszk6zok?

37. Mi a jelentdsége az ozmotikus koncentracionak és a pH-nak az in vitro rendszerekben és hogyan biztositjuk,
hogyan ellendrizziik annak megfelel6 értékét?

38. Milyen természetes anyagok hasznalhatok médiumként?

39. Mik a természetes médiumok eldnyei és hatranyai?

40. Mennyiben lehetséges definialt, vagy ,,szintetikus” médium létrehozésa és miért toreksziink erre?
41. Melyek a médiumok f6 tipusai és mire hasznalhatjuk dket?

42. Melyik a legfontosabb és leginkabb elterjed puffer rendszer a szovettenyésztd médiumokban, és hogyan
miitkodik?

43. Mit jelent a BSS rovidités? Ismertesse az ilyen oldatok f6 tipusait és osszetételiiket!

44. Milyen tipusaik és sajatossagaik vannak a perfuziés médiumoknak?

45. Mi a szérum jelentésége a szovettenyészetekben, melyek az eldényei és a hatranyai?

46 Milyen Gjdonsagot hoztak a médiumok fejlesztésében Eagle kisérletei?

47. Miért és milyen médiumok esetében van sziikség széndioxid termosztatra?

48. Mik az MEM {6 komonensei?

49. Melyek a szovettenyészetekben hasznalt szérumok f6 tipusai és mik az elényeik, illetve hatranyaik?
50 Miért foglalkoznak szérummentes médiumok kifejlesztésével?

51. Mi a fibroblasztos talnovés; mikor jo és mikor rossz? Az utobbi esetben mit lehet tenni?
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52. Milyen jelent6sége volt a médiumok fejlesztésében a klonozhatésagnak?
53. Melyek a perfuzids rendszerek 0 tipusai? (A téma ismertetéséhez készitsen vazlatrajzokat is!)

54. Melyek a perfuzios rendszerek o technikai alkatrészei? Mi a funkciojuk? (A téma ismertetéséhez készitsen
vazlatrajzokat is!)

55. Milyen szerveket hasznalnak a leggyakrabban perfuzios kisérletekben és milyen céllal?
56. Milyen azonossagok ¢és kiilonbségek vannak a fontosabb szervek perfuziés rendszereinek kialakitasaban?

57. A diffuzidval oxigenalt organotipikus rendszerek kialakitasakor milyen f6 szempontokra kell figyelemmel
lenniink?

58. Milyen f6 tipusai vannak a diffuzios oxigenalassal fenntartott szervtenyészeteknek?

59. Ismertesse az IVF megvalositasaval kapcsolatos f6 problémakat és a megoldas modjait!

60. Ismertesse a preimplantacios in vitro rendszerekkel kapcsolatos 6 kérdéseket és eredményeket!
61. Ismertesse a posztimplantacios in vitro rendszerekkel kapcsolatos 6 kérdéseket és eredményeket!
62. Mire ¢és hogyan hasznalhatjuk a szovetszeleteket és az izolalt sejteket?

63. Milyen f6 modszerei vannak a sejtizolalasnak?

64. Ismertesse a majsejt izolalas modszerét!

65. Melyek a szdvettenyészetek fenntartasanak és vizsgalatanak technikai feltételei?

66. Milyen szovettenyészté edényeket ismer, és melyek azok legfontosabb tulajdonsagai?

67. Milyen specialis technikai feltételek kellenek a szuszpenzids tenyészetekkel valo munkahoz, és miért?
68. Jellemezze a szovettenyészetek legfontosabb novekedési sajatossagait!

69. Milyen szelekcios hatasok érvényesiilnek a tenyészetek élete soran?

70. Milyen sejtklonozasi modszereket ismer? Roviden ismertesse Oket!

71. Mi a sejttorzs?

72. Mi a médium kondicionalas?
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6. fejezet - A mikroszk6pos morfometria
alapjai
Palfia Zsolt

Bevezetés

A sejtbioldgiai kutatasi teriileteken a molekularis biologiai, biokémiai és genetikai vizsgalatok és modszerek
val6saggal ontjak az eredményeket. Ezzel parhuzamosan természetes igényként meril fel, hogy az eredmények
értelmezésénél a mérések soran szerzett adatokat a vizsgalt objektum felépitésével, miikddésének morfoldgiai
alapjaival és azok valtozasaval is 6sszhangba lehessen hozni. Ennek is kdszonhetd, hogy a morfoldgiai kutatasok
egyre inkabb funkcionalis célokat szolgalnak, és megndtt a vizsgalatok targyat képezd struktirak mennyiségi
jellemzésének, kiértékelésének jelentdsége. E feladatok megvalositasara alkalmas a morfometria.

Morfometria

A morfometria szilard testek morfologiai jellemzbinek és azok térbeli €s/vagy iddbeni valtozasanak mennyiségi
adatokkal wvald (kvantitativ) jellemzése. A biologiai alkalmazasan til mas tudomanyterilleten — pl.
matematika/statisztika, geologia — is hasznositjak.

Tradicionalis vagy klasszikus morfometria

Legegyszeriibb forméja, a tradicionalis morfometria a vizsgalt test vagy egyes részei méreteivel, alapvetd alaki
tulajdonsagainak elemzésével foglalkozik (az ember esetében példaul a kar hossza, a vall szélessége, a szemek
tavolsaga, a test magassaga és tomege, a testfeliilet teriilete, az agy térfogata stb.). A mérettel kapcsolatos paraméterek
kozott szamos esetben mutathaté ki korrelacio, ezért eldfordulhat, hogy kevés a fiiggetlen valtozo, ami a
kiértékelésnél korlatozza a lehetéségeket (pl.: a sipcsont és a combesont hossza erds korrelaciot mutat, adataik
egymastol nem fliggetlenek). A test méretével kapcsolatos adatok korlatozott informaciot szolgaltatnak a szervezet
egészének vagy egyes részeinek alakvaltozasairdl. Ennek ellenére az abszolut és relativ méretadatokat szamos
esetben hasznaljak a vizsgalt objektum jellemzésére pl. a funkcionalis morfologia teriiletén (pl. testtdomeg és
testmagassag vagy a végtag keresztmetszeti teriilete és hossza).

Geometriai morfometria

A huszadik szazadban teret hodito és a szazad utols6 negyedében kikristalyosodd geometriai morfolégia jellemzden
kétdimenzids strukturak alakjanak statisztikai analizisével foglalkozik. A vizsgalt objektumot egy koordinata
rendszerben elhelyezve, és abban a targy jellemzo feliileti szerkezeti elemeinek (landmarks) helyzetét rogzitve
nyilik lehet6ség alaktani elemzésre, dsszehasonlitasra. (Pl. pillangdk szarnyéan a szarny konturjanak és mintazatanak,
vagy a hartydsszarnyu rovarok szarnyan az "erezet" jellemzd pontjai hasznalhatok fel e célra.)

Elegend6 szam mérést kovetden, a kiillonbozé mérésekbdl szarmazo adatok transzformalasaval (6.1. abra) a
homolog landmark pontok alapjan kiszamolhatoak a vizsgalt struktirara jellemz6 atlagos értékek. Ez az eljaras
alkalmas populaciok morfologiai jellemzdinek vizsgalatara, Osszehasonlitasara. A korszerli képrogzitési és
szamitogépes technikak alkalmazasa lehet6vé teszi a modszer haromdimenzids struktarak (pl. zapfogak ragofelszine)
vizsgalatara torténd kiterjesztését is.
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A B Cc D

6.1. abra. Két hasonlé struktararol késziilt, egyarant 6t landmark pontot tartalmazo (homolog) profil illesztése (a
rémai szdmok az egyedi landmark pontokat azonositjak). A nyers landmark profilok (A) centraldsa (B), skalazéasa
(C) és elforgatasa (D) teszi lehetéveé a profilok dsszevethetdségét

A nagy felbontasti orvosi képalkotod eszk6zokbdl (CT, MRI) szarmazd és nagyszamu adatot tartalmazo képi
adatbazisok feldolgozasara a geometriai morfologiabol tovabbfejlesztett és szoftverekkel, szamitdogépes
képfeldolgozorendszerekkel tamogatott specialis eljarasok (voxel-based morphometry, pattern-based morphometry
stb.) alkalmasak. Tipikus felhasznalasi teriiletiik az idegélettan, funkcionalis neuroanatémia, orvosi diagnosztika.

Sztereoldgia

A haromdimenzios szerkezetek térbeli viszonyainak kétdimenzios mintak (képek) alapjan torténd értelmezésével
a sztereolégia foglalkozik. A sztereologia a morfometria egyik részteriilete, felhasznalasaval morfometriai analizisre
mind fény-, mind elektronmikroszkdpos metszetek esetében lehetéség van. Modszertana hozzajarul a mérések és
a kiértékelés hibajanak csokkentéséhez, biztositja a csekély morfologiai valtozassal jard valtozasok
megfigyelhetéségét és megbizhatd, Osszehasonlitasra alkalmas eredmények elérését teszi lehetévé. Gyakran
alkalmazzak térfogat (pl. sejtmagé), feliilet (pl. endoplazmatikus retikulum membranfelszine), hosszusag (pl.
nephron tubulus hossza), partikulum szam vagy méret becsléséhez. A mérések eredményeként kapott adatokat
relativ értékként, az esetek tobbségében a vizsgalt objektum (pl. sejt) térfogategységére vonatkoztatva adjak meg.

(A sztereologia nem jelenti a haromdimenzios struktiira metszetek alapjan torténd rekonstrukcidjat, annak vizualis
megjelenitését, és nem alkalmas a sejt molekularis komponenseinek térfogat vagy molekulaszam szerinti mérésére,
a fluoreszcens jel erdsségének meghatarozasara.)

A sztereoldgia modszertandt matematikai, geometriai €s statisztikai megfontolasok alapoztdk meg. A teljesség
igénye nélkiil két alapelvet emeliink ki.

Cavalieri (6.2. abra), a XVII. szazad els6 felében ¢élt olasz matematikus megallapitotta, hogy egy szabalyos test
(pl. hasab, henger, kup) esetében annak alaplapjaval parhuzamosan, egyenld tavolsagokra képzett sikmetszetek
feliiletének (teriiletének) 0sszege aranyos a test térfogataval. Ha ismerjiik az dsszes sikmetszet teriiletét és azok
tavolsagat, ezek szorzatdbol kiszamolhato a test térfogata. A huszadik szdzad masodik felében bizonyitottak, hogy
ez az elv a nem szabalyos testek kozelitd térfogat meghatarozasara is alkalmazhat6. Ez alapozta meg sztereologiai
alkalmazasat.
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6.2. abra. Bonaventura Cavalieri (1598—-1647) italiai matematikus

Delesse (ejtsd: dolesz; 6.3. abra) francia geoldgus 1847-ben tette k6zz¢é azt a megfigyelését, amely szerint egy
kézet random elhelyezkedésii komponenseinek térfogataranya megfelel a komponensek egy véletlenszer(i sikban
készitett csiszolaton mérhetd teriiletaranyainak. A rola elnevezett Delesse-elv szerint egy adott szilard test és
strukturalisan elkiilonithetd, random eloszlasti komponenseinek térfogataranya megegyezik a testbol késziilt

sikmetszet feliiletén lathaté megfelel6 teriiletek aranyaval.
F

6.3. abra. Achille E. O. J. Delesse (1817-1881) francia geologus és banyamérndk

A Delesse-elv olyan esetekben alkalmazhato, amikor a vizsgalt testben annak egyes komponensei véletlenszeriien
(random) oszlanak el, vagyis a vizsgalt objektum belsd szerkezete izotrop.

A Delesse-elv sejtekre vonatkozd megfogalmazasat a kovetkezo kifejezés adja meg:

=

£ =E(ﬂ)
AT

(1

5

vagy ha At valtozo

_E
E

—

Hp
L

.

@)

»—]ﬂ |n{:

—
.

ahol:
V: a vizsgalandé komponens térfogata;
V1: a térfogat, amelyben a vizsgalando térfogat elhelyezkedik;

Ac: a vizsgalando komponens 4ltal elfoglalt teriilet a metszeten;
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Ar: a vizsgalandé komponenst tartalmazo térfogatnak a metszeten elfoglalt teriilete;
E: elméleti atlag;

A fenti Gsszefiiggést a gyakorlatban a kdvetkezd képletekkel kozelitjiik meg:

3) )

»—]ﬂ |n{:

vagy ha At valtozo

4 W A

@) W Ar

A fenti kifejezések egy adott komponensnek egy egységnyi térfogatban elfoglalt térfogataranyat (Vy,) adjak meg
(relativ adat!). A késobbiekben latni fogjuk, hogy viszonylag egyszeri modon lehet6ség van a térfogataranyok
mérésén tul annak kiszamitasara is, hogy egységnyi térfogatban mekkora egy komponens (kompartimentum)
hatarolofeliiletének nagysaga (Sy), vagy egy fonalas szerkezetnek a hossza (Ly;). A komponensek (partikulumok)
egységnyi térfogatban mért szamanak meghatarozasa meglepé modon igen bonyolult, még azonos mérettartomanyba
es0, idealis, gdmb alaku struktirak esetében is.

A sejtbioldgiai kisérletekben sziikség van a molekularis biologiai vizsgalati mddszerekkel nyert adatok szovetszintt,
sejtszintli értelmezésére is. A szervezet és a sejtek kiillonbozo fizioldgias €s kisérleti allapotaiban (pl. szervfejlodés,
sejtdifferencialodas, sejtpusztulas, koros és kisérletesen eldidézett valtozasok) eltérd lehet az egyes sejtalkotok
részesedése a sejt térfogatabol. A valtozas megvaldsulhat az organellumok térfogatanak, alakjanak, szaméanak
valtozasaval, amit az egységnyi sejttérfogatba foglalt specifikus organellaris membran-mennyiség (membranfeliilet)
valtozasa is kisérhet.

A sejt belsé morfoldgiai részleteinek feltarasara, valtozasainak nyomon kovetésére a nem invaziv képalkoto (pl.
mikro-CT) eljarasok elsésorban térbeli felbontoképességiik miatt nem alkalmasak. Ezért a vizsgalandd biologiai
minta sejtjeinek morfoldgiai jellemzéséhez, a térfogataranyok valtozasanak nyomon kovetéséhez sziikség van a
fény- és elektronmikroszkopos szovettani eljarasokkal eldallithatd metszetekre, azok mikroszkdpokkal torténd
vizsgalatara.

A vizsgalat targya (szervek, szovetek, sejtek) az esetek tobbségében haromdimenzids szerkezetli. A metszetekrol
készitett fényképek viszont csak kétdimenzids rendszert alkotnak, és bar csak a sejtek és organellumaik profiljat
(metszetiik korvonalait; 6.4. abra) latjuk, de segitségiikkel bepillanthatunk a sejtek haromdimenzios szerkezetébe.
Megfeleld szamu metszet tanulmanyozasaval, a metszeteken mérhetd adatokbol kell a vizsgalati objektum térbeli
aranyaira vonatkozo kovetkeztetéseket levonni.
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6.4. abra. Szabalyos testek azonos korprofilt adé metszetei (4 — gdmb, B — henger, C — kup, D — ovoid). A
sikmetszeten megfigyelhet6 profilok (£) nem adnak egyértelmii informaciot a profilhoz tartozoé strukturak térbeli
kiterjedésérol, alakjarol

A mikroszkopos — elsdsorban transzmisszios elektronmikroszkoppal végzett — morfometria vizsgalatok altalanosan
elfogadott modszere az 1960-as évek végére alakult ki. Ennek els6 széles kdrben hasznalt 6sszefoglalasat E.R.
Weibel (6.5. abra) svajci kutato tette kozzé 1969-ben. Részben Weibel munkassaganak koszonhetd, hogy a
nemzetkzi irodalomban egységesen hasznalt definicio és jelolésrendszer terjedt el. (A morfometriaban hasznalatos
paraméterek felsorolasa, definicidjuk, jellésiik és dimenzidjuk a fejezet végén talalhato.)

6.5. abra. Ewald Weibel (1929 ) svéjci anatomus ¢és ultrastruktara kutatd

A Delesse-elvnek megfeleld, izotrop szerkezetli objektumok kiértékelésére kidogozott konvencionalis sztereologiai
mddszereken til, a nem izotrop felépitésti testek vizsgalatahoz szamos specialis mintavételi, mérési eljarason
alapulé — altalaban az eljaras jellemzd eleme szerint elnevezett — modszer sziiletett. A megfeleld eljaras
kivalasztasahoz, a kisérlet megtervezéséhez sok segitséget nytjt, ha rendelkezésre all a kisérleti objektum.

Egy kis statisztika

A kisérletek tobbségében minden egyes vizsgalati alanyra kiterjedo, teljes korii vizsgalat nem kivitelezhetd, mert
tal sok id6t venne igénybe, értelmetleniil sok emberi és anyagi eréforrast igényelne. Allatkisérletekben ésszertitlen
a sziikségesnél tobb allat bevonasa, és kivitelezhetetlen, hogy a kisérlet mérési szakaszaba a vizsgalando szerv
vagy szOvettipus minden egyes sejtjét szamitasba vegyiik. Ilyen koriilmények kozott, vagyis amikor nem a teljes
sokasadgot vizsgaljuk, a mintadkon elvégzett mérések eredményei kozelitd, becsiilt értékek lesznek. Létezik varhatod
értékiik (atlaguk; 5. képlet) és van szoérasuk (6. képlet), eloszlasuk.

A mérés hibajat, torzitasat (bias) adja meg, hogy a becslés varhato értéke (vagyis a mérési adatok atlaga) mennyire
tér el a vizsgalt paraméter valds varhato értékétdl. A becslés mindségét jelzi, hogy a mérési adatok mennyire térnek
el a becslés varhatd értékétdl, azaz mennyire szornak az atlag koriil (6.6. abra).

Ha a vizsgalt paraméter és a minta varhato értéke megegyezik, akkor a becslés torzitdsmentes (unbiased estimation),
a mérés hibaja nulla. A torzitasmentességet veszélyezteti a helyteleniil megvalasztott és/vagy hibasan kivitelezett
mintavétel, a minta eldallitasa soran elkovetett technikai hiba, tovabba a mérés, illetve szamolas soran elkdvetett
hiba. A becslés pontossagat az adatok variabilitasa, az atlag koriili elhelyezkedése mutatja, jellemzésére a szoras
¢és az abbol szarmaztatott mérdszamok szolgalnak. Ez utobbiak képlete a vizsgalati objektum €s a mintavétel
sajatossagaihoz igazododan lehet egyszerlibb vagy dsszetettebb is. EIméletben a mintaszam tetszéleges novelésével
a pontossag is javithato, a gyakorlatban meg kell talalni/allapitani a statisztikailag elegendd, de ésszerli mintaszamot.
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6.6. abra. A becsiilt adatok torzitasanak (hibajanak) és szorasanak abrazolasa 16tabla segitségével.

A —torzitasmentes és pontos (kis varianciaju) becslés, B — torzitott, jelentds hibat mutato, de kis szorasu (varianciaju),
azaz preciz becslés, C —nagy szorasu, pontatlan, de torzitasmentes becslés, D — nagy szorasu, pontatlan és jelentos
hibat mutatd becslés 16lapjai

Olyan mintaértékek, melyek a mintaértékek dontd tobbségétdl messze helyezkednek el (kiugré adatok; outliers)
dramaian novelik a szorast, csokkentik a becslés pontossagat.

Egy megtervezett morfometriai kiértékelés hatékonysaga lemérhet6 azon, hogy az adott kisérleti kortilmények
kozott tobbszor megismételt mérések eredménye, a becslés varhato értéke (atlaga) milyen kozel helyezkedik el
egymashoz, szordsuk mennyire hasonlo. Torekedni kell a torzitdismentes becslést lehetové tevd mintavételi eljaras

és mérési modszer alkalmazasara.

.,o"
.
.
.
.

D

A mintara vonatkozo legegyszer(ibb statisztikai mérdszamok képletei az alabbiak:

Atlag:

5) ==

X

Szoras (standard eltérés; standard deviation, SD)

©) . ’E(x—;r)z
#n-1

Szorasnégyzet (variancia; variation)

=y
2 = Eix-x)

x-1

(7

Standard hiba (standard error of mean, SEM)

2

(8) g D —

e
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Standard hiba egyiitthatoja (coefficient of error, CE) megadja a standard hibat az atlag szazalékaban kifejezve, igy
lehetdvé teszi pl. egy kisérleti allatbdl vett mintasorozatok variabilitasanak 6sszehasonlitasat.

9) CE= ﬁ x

Variacios egyiitthato (coefficient of variation, CV) megadja a szorast az atlag szazalékaban kifejezve, igy lehetoveé
teszi kiilonbo6zd, pl. tobb allatbol vett mintasorozatok variabilitasanak dsszehasonlitasat.

(10) cv= 2

x

A statisztikai kiértékelésrol

Az eredmények statisztikai kiértékelésére szamos moddszer kindlkozik. Alkalmazhatosaguk fiigg a kisérleti
objektumtol, az alkalmazott protokolltdl, az adatok eloszlasatol, az 6sszehasonlitando kisérleti pontok, csoportok
szamatol stb. A megfelelé6 modszer (pl. t-proba, u-proba, fékomponens analizis stb.) kivalasztasa kényes feladat,
érdemes egy a statisztikaban jartas kolléga segitségét igénybe venni.

A kiértékelés modszerének megvalasztasat dontéen befolyasolja, hogy az adatok milyen eloszlast kdvetnek. Igen
sok citologiai paraméter normal (Gauss), vagy kozel normal eloszlast mutat. Mas paraméterek (kiilonosen ritkan
el6forduld struktarak) inkabb a Poisson (ejtsd: poasszon) eloszlast kovetik.

A kiértékelés eldtt célszerti megallapitani, ellendrizni az eloszlas jellegét és érdemes abrazolni is az adatok
gyakorisagi eloszlasat (frekvenciafiiggvény, hisztogram; 6.7. abra), kiilondsen akkor, ha az eredeti, nem szdrmaztatott
adatokat abrazoljuk.

A B

6.7. abra. A gyakorisag fliggvény abrazolasa gyors tajékoztato jellegii informaciokat ad a mérésrdl, pl. az adathalmaz

eloszlasarol, az atlag koriil elhelyezkedd adatok szorasardl. A bal oldali grafikon kdzel normal eloszlasu, nem tal

nagy szorasu adathalmaz gyakorisagi fiiggvénye, a jobb oldali két maximumot mutatd fiiggvény kisérlettervezési
vagy mérési hibara, esetleg a vizsgalt jelenség mogott allo kettds hatasra utalhat

A struktara morfoldgiai jellemzdinek meghatarozasakor legcélszerlibb, ha egyedi adatnak (x) az egy
metszetr6l/fényképrol szarmazo értékét tekintjik.

Mintavétel

A mintavétel a mintak eléallitdsara hasznalt, a vizsgalati objektum jellemz6i és statisztikai szempontok figyelembe
vételével megtervezett eljaras. A mintavétel célja tehat annak biztositasa, hogy a kisérleti objektum sajatossagainak
€s a statisztikai kovetelményeknek is megfeleld eljarassal kivalasztott, elegendd szami egyedi minta vizsgalataval
a kisérlet targyat képez0 strukturara vonatkozoan helytallo megallapitasokat lehessen tenni.

Fontos a vizsgalando kisérleti objektum minél alaposabb ismerete (izotropitas, szerkezet, miikodés), a kisérletben
alkalmazott kezelés varhato hatasara, az el6idézett valtozas mértékére és irdnyara vonatkozo6 adatok tanulmanyozasa.
Az alkalmazott eljarasnak biztositania kell a mintavétel véletlenszerliségét, vagyis azt, hogy a vizsgalt objektum
barmely része bekeriilhessen a mintaba. Ez biologiai mintaknal gyakran csak nehezen érhetd el.

Bar sztereologiai moddszerekkel kivitelezett morfometriai vizsgalatok egyarant végezhetok fény- ¢és
elektronmikroszkopos mintakon, a tovabbiakban az elektronmikroszkopos vizsgalatok egyes elemeit ismertetjiik.
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Az elektronmikroszképos minta eldallitasaval
kapcsolatos feladatok

Az el6készités legfontosabb 1épései a transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok soran a kdvetkezok: a
kisérletbe bevont allatok megdlése, szerv vagy szervdarabkak kivétele, rogzitése, beagyazasa, metszet és fénykép
készitése.

A rogzités és beagyazas soran torekedni kell a kielégitd megtartasra, azaz arra, hogy a vizsgaland6 minta felépitése
alapvetden ne valtozzék meg, a tanulmanyozott jelenség szempontjabodl ne térténjék zavard miitermék képzddeés.
Torekedni kell a térfogatvaltozasok minimalizalasara. A kiilonboz6 szervezetek és szervek eltéro felépitésiiek (pl.
viz-, lipidtartalom, kotdszovetes rostok aranya stb.), ezért a rogzit6- és beagyazo eljarasok kivalasztasakor erre
tekintettel kell lenni. A térfogatvaltozast nem lehet elkeriilni, csupan mértéke kérdéses. A minta egyes komponensei
szoveti, sOt sejtszinten is eltéré mértéki térfogatcsokkenést szenvednek el (6.8. abra).

A ' 8 c

6.8. abra. A mikroszkopos mintaelokészités egyik kovetkezménye lehet a minta egészének vagy egyes
komponenseinek méretvaltozasa. 4 — A méretvaltozas nélkiili struktira. B — A minta minden eleme egyforma
mértékben zsugorodott (homogén méretvaltozas). C — A korrel jeldlt struktira zsugorodott, mikdzben a sziirkével
jelolt nem (heterogén méretvaltozas)

A kisérleti kezelés hatasa lehet akar a minta egyes komponenseinek (pl. sejtalkotok) méretvaltozasa, zsugorodasa
vagy duzzadasa.

Biztositani kell azt, hogy a beagyazott és lemetszett anyagnak jo legyen a kontrasztja, elektrondenzitasa, vagyis a
metszetr6l készitett felvételeken a vilagos és sotét részek, a membranok, a membrannal hatarolt organellumok
hatarozottan azonosithatok és elkiilonithetk legyenek.

Jo mindségli, egyenletes és vékony metszetekre van sziikség. A metszetkészités soran fellépd zavard jelenség lehet
a kés hibajabol fakado késcsik, a nem megfeleld Osszetételii vagy tokéletleniil térhaldsitott beagyazoszer miatt
fellépd torlodas, a metszet hordozofeliileten torténd tokéletlen kiteritése stb.

A metszet vastagsagahoz (40-80 nm) kozelitd méretii, kdzel gomb alakt objektumok esetében felléphet az un.
Holmes-hatas. Oka az, hogy a metszet valdjaban nem kétdimenzios, ezért vastagsagatol fliggéen a metszetbe
keriilt partikulumok profilja mikroszkdpban vagy foton nehezen vagy pontatlanul mérheté. A Holmes-hatas mértéke
arészecske atmérdje (D) és a metszetvastagsag (t) aranyatdl fiigg. Tokéletes kontraszt esetén, ha D < 15t a talbecslés
tobb, mint 12%, ha D < 8t a tilbecslés nagyobb, mint 20% lehet. Ilyen esetekben matematikai vagy sztereologiai
modszereket alkalmazva a hatas altal befolyasolt adatokat feltétleniil korrigalni kell. A korrekcidohoz ismerni kell
D és t értékét. Azonban a kontraszt altalaban nem tokéletes, ezért a Holmes-hatas az esetek nagy részében
elhanyagolhatbé mértékiire csokken, vagy gyakorlatilag kiegyenlitodik.

A metszetekrol az elektronmikroszkopban céljainknak megfeleld nagyitasu képet kell késziteni. A fotd rogzitése
torténhet negativ filmre vagy digitélis detektorral (CCD panel). A negativot tovabbnagyithatjuk pozitiv fotopapirra
vagy digitalizalhatjuk. A nagyitas mértékét tigy kell megvalasztani, hogy egyértelmiien azonosithatoéak legyenek
a mérendod strukturdk. A nagyitas csokkentése nagyobb mintateriiletet eredményez, de kockaztatja a sejtalkotok
biztos felismerését. A nagyitas novelése megkonnyiti az organellumok elkiilonitését és azonositasat, am csokkenti
az egy fotora esd mintateriiletet, igy veszélyezteti annak reprezentativitasat, végiil is a mintaszdm emelését
eredményezi.

A mintavétel modszere

Elektronmikroszkopos vizsgalatok esetében az egyes szerveknek jellemzden csak egy kicsiny része vizsgalhato.
A mintavétel reprezentativitasanak biztositasa szigorti mintavételi protokollal biztosithat6. Biztositani kell a
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mintavétel torzitdsmentességét, melyre a vizsgalati objektum tulajdonsdgainak ismeretében tobb standardizalt
lehetéség is van (véletlen, rétegzett, random — szisztematikus stb.; 6.9. abra).

6.9. abra. Mintavétel Chlorohydra viridissima gastrodermisébdl készitett metszeten. 4 — véletlen mintavétel esetén
el6fordulhat, hogy a mintavételi teriiletek tul kozel esnek egymashoz, ezért a mintahalmaz informaciotartalma nem
reprezentalja a mérendd strukturat. B — véletlen (random), szisztematikus mintavétel. A randomitas az elsé mintavételi
teriilet véletlen kijelolésével biztosithato. A tovabbi mintavételi teriiletek meghatarozott rend szerint
(szisztematikusan) kovetik egymast

Izotrop minta esetén a mintagyQjtés szisztematikus, uniformizalt, de a véletlenszerliséget is magaban foglalo
elemekbdl allhat.

Egy javasolt mintavételi eljaras in vivo kisérletek esetén a kovetkezo:

3-5 allatot vonunk be a vizsgalatba;

. minden allatbdl szovetmintat vesziink gy, hogy a vizsgalandd szerv tobb részébdl 2-3 mm széles, 5-8 mm
hosszu csikokat képeziink;

allatonként 68 szovetcsikot rogzités utan beagyazunk;

. allatonként (véletlenszerlien) kivalasztunk 4 blokkot;

minden blokkbol 1-1 sorozat metszetet készitiink;

minden sorozat metszetbdl talalomra egy metszetet kivalasztunk;

g. akivalasztott metszetekrdl 4 fényképet készitiink.

o e

o oo

A fenti eljaras kielégité eredményt ad a legtobb nem réteges felépitésii, in. parenchimalis szerv esetében. Egy
adott kisérletbe bevonand6 allatok, blokkok és fotok szamanak meghatarozasara tobbféle, itt nem részletezett
modszer is rendelkezésre all.

Iranyitott, az adott helyzetre kidolgozott mintavételi eljarasra van sziikség, ha a vizsgalt szovetben a sejtek hatarozott
rétegekben helyezkednek el (pl. bor, agykéreg), vagy erdsen polarizalt, egyik irAnyban megnytlva rendezddnek
(pl. vazizom). Ebben az esetben specialis eldvizsgalatok és korrekcio nélkiil a kapott adatok nem vonatkoztathatok
az egész szovetre.

A szukséges mérések szamanak
meghatarozasa

A kétdimenzidos fényképeken, mintateriileteken a minta komponenseinek profiljain, azok egyes paramétereit
pontokbol, vagy vonalakbol, vagy négyzethalobol allo tesztrendszerekkel lehet mérni. Ha tisztazodott az, hogy a
mérés elvégzése szempontjabol mekkora az optimalis végsd nagyitas, itt nem részletezett statisztikai modszerekkel
meghatarozhato a tesztrendszer méretezése.
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Altalanos kovetelmény, hogy a mérendé legkisebb struktiirara is legalabb egy pont essék. Erdekes, hogy a végsé
eredmény pontossagat nem noveli, ha az egyes struktirakat igen pontosan mérjiik meg, tehat a négyzetracs
osztasanak ezen tilmend finomitasa folosleges.

Megaéllapithatd, hogy hany fénykép adatainak lemérésére van sziikség ahhoz, hogy a mérések atlagértéke
megbizhatdan pl. az atlag +10% hataron beliil maradjon. Igen szemléletes és egyszerii modszer az un. progressziv
atlagértékek kiszamitasa. Ehhez egy varhatoan kdzepes értéket ado kisérlet mintaibol lemérjiik, mondjuk 50 fénykép

adatait. Kiszamitjuk adatainak szamtani kozépértékét. A értékét 100%-nak

véve az egyes progressziv atlagértékeket ( ) az utolso érték %-aban grafikusan abrazoljuk.
Az 6.10. abrahoz hasonl6 eredményt kapunk, ahol konnyen megallapithatd, hogy a progressziv atlagérték mennyi
fénykép kiértékelése utdn marad tartosan a +10% eltérést jelento értékek kozott. Ha 50 fénykép adatainak lemérése
utan ez nem torténik meg, akkor a mérések szamat a sziikséges mennyiségig kell novelni.

100 - { V\/\/\/wcﬁ-
+10%

az aktudlis mintaszanhoz tartozd atlag
a végsd atlag szazalékaban

Y A J

mintaszam

6.10. abra. A méréshez sziikséges mintaszam meghatarozasa progressziv atlag segitségével, a vizsgalt objektum
két kiilonb6z6 komponense (kékkel és pirossal jelolve) esetében. A kiilonbozd variabilitast komponensekhez eltérd
(piros és kék nyilfejek) mintaszam tartozhat

Térfogataranyok (volumenfrakcio: V)
meghatarozasa

A (3) és (4) Osszefliggés értelmében a térfogataranyok meghatarozasahoz a szoban forg6 struktiirak altal a metszeten
elfoglalt teriiletek mérésére van sziikség. Egyszerii modszer a kérdéses teriiletek koriilrajzoldsa és kivagasa. Az
igy kapott profilok stlya aranyos az altaluk elfoglalt tertilettel. Korhoz kozelallo profilok teriiletét jo pontossaggal
meérhetjiik az un. polaris planiméter segitségével. Miutan a szerkezet kdvetdpontjat kdriilvezettiik a szoban forgo
profil keriiletén, a teriiletre vonatkozé adat a miiszer szamlalo szerkezetén leolvashato.

A teriiletek mérésére széles korben elterjedt modszer az analizalando fényképre helyezett tesztpontok, tesztvonalak
rendszerének alkalmazasa. A mérés pontossaga fiigg az alkalmazott tesztrendszer tulajdonsagaitdl. Kiilonb6zo
feladatok megoldasédhoz mas és mas tesztrendszer lehet a legalkalmasabb. fgy a leginkabb elterjedt egyszerii-,
vonal- és négyzethalorendszer mellett alkalmazzak pl. a szabalyosan elhelyezkedd pontok rendszerét.
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6.11. abra. A tesztpontok segitségével torténik a metszet felszinén az 6sszehasonlitani kivant struktirak teriileteinek
mérése. A négyzethdlot (ezen a példan 7x7=49 pontbol 4ll) a fotora helyezve (4) megszdmlalhatd az egyes
sejtorganellumokra esé pontok szama: a citoplazmara esé pontok (B; 20 pont) és a sejtmagra esé pontok (C; 8
pont) szamanak hanyadosa adja meg az aktualis foton az adott struktirak teriiletaranyat, amely a Delesse-elv szerint
megegyezik azok térfogataranyaval

A kiilonleges megkozelitést nem igénylé mérések esetében legelterjedtebb modszer a kettds négyzethalo alkalmazasa.
A négyzethald metszéspontjai szabalyos pontrendszert alkotnak. A teriilet mérése a mérendd struktira metszet
felszinére esé metszéspontok megszamlalasaval torténik (point counting; 6.11. abra). A munkat jelentdsen
meggyorsitja, hogy a nagyobb méretii strukturak (pl. sejtmag) méréséhez elegendé a nagyobb osztas
metszéspontjainak megszamlalasa. A négyzethald méretét (osztasat), kettds halozat esetén a kétféle osztas aranyat
a vizsgalando objektum tulajdonsagai szabjak meg.

A (4) osszefiiggésnek megfelelden:

_EC

11 Vy =
(1D v

Egyenletes ponteloszlast tesztrendszer (négyzethalo) segitségével végzett pontszamlalasos teriiletmérést alkalmazva:

By

V = —
(12) VT

Vv tehat dimenzio nélkiili szam. A szemléletesség kedvéért gyakran a mm>/mm?® dimenziét tiintetjiik fel, ami akar
éppugy lehetne km®/km® is. Gyakoribb, hogy szazalék, vagy ezrelék szazszoros vagy ezerszeres szorzatat jelenti.

Adott térfogatban lévo (Sy)) felulet
meghatarozasa

A membrannal hatérolt sejtszervecskék hatarfeliiletei aranyainak vizsgalatakor a legtobb esetben kell6en kicsi a
nagyitas ahhoz, hogy a metszeteket vonalként kezelhessiik. Ez ad lehetdséget arra, hogy a feliiletaranyok
meghatarozasat vonalhosszak mérésére vezessiik vissza. A vonalhosszusagok mérésére hasznalhato a térképészeti
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kerék. A késziiléket a vonalon végigvezetve (guritva) a konnyen atalakithato skalarol a pontos nagyitas ismeretében
kozvetleniil a mikrométerben mért hosszusag leolvashato.

Elterjedt mddszer, hogy a képre helyezett szabalyos rovid tesztvonalak rendszerét, vagy az egész képen athuzodo
szabalyos vonalrendszert hasznalunk. Ez utdbbi célra jol alkalmazhato az el6z0 fejezetben ismertetett kettds
négyzethal6 vizszintes vonalrendszere.

Sy meghatarozasahoz (a fénykép nagyitasat is figyelembe véve) a kovetkezd képletbdl indulunk ki:

_ 2T nagyitas

mfmm?
L. 1000 H

(13) Sy
ahol Lt a fényképre (tesztteriiletre) eso teljes tesztvonal hossza, I a tesztvonalak és a szoban forgd objektum
konturjara esé metszéspontjainak szama.

Adott osztasu négyzethalo esetén:
(14) L=k f

ahol Py a fényképre (tesztteriiletre) esd tesztpontok szdma, az f faktor segitségével pedig a tesztvonalak hosszat
szamitjuk at mm-re, tehat f értéke azonos a két szomszédos tesztpont kdzott mm-ben kifejezett tavolsaggal.

A térfogati arany meghatarozasanal leirtakhoz hasonldan a feliiletek mérésekor is meg kell tervezniink és el kell
késziteniink a méréshez a teszthaldzatot és el kell végezniink a sziikséges mintak szamanak meghatarozasat.

Adott térfogatban l1évo struktura hosszanak (L)
meghatarozasa

Ez a feladat abban az esetben végezhetd el, ha a vizsgalando fonalas szerkezet a metszeteken jol azonosithato
mindenfajta metszési sikban. A kiilonbozo lefutast szerkezetek kiilonbozo sikban torténd metszése mas-mas képet
adhat, a rajtuk mért adatok pedig mas-mas eredményhez vezethetnek, ezért Iényeges, hogy a metszeteket hasonlo
modon orientaljuk.

Ly meghatarozasahoz meg kell szamolnunk a mérendd struktira metszeteinek szamat (N¢) az adott tesztteriileten
beliil. Ha az eddigi példankban hasznalt négyzethalds tesztrendszert alkalmazzuk, akkor a (13) kifejezéshez hasonld
képlet alapjan kapjuk meg az eredményt.

2MC nagyitas 3
= — i gim
Pt 1000 A

(15) Ly

Természetesen ez esetben is el kell késziteniink az alkalmas osztasu teszthalozatunkat és meg kell hataroznunk a
szilikséges mintak szamat.

A sztereoldgiaban hasznalatos jelolések

Jel |Definicié Dimenzio

P |Pontszam _

Pp |Az 6sszes pontok egy adott struktirara es6 hanyada -

PP, |Egységnyi tesztvonal hosszra esé metszéspontok szama -

1

P, |Egységnyi tesztteriiletre esd pontok szdma pm
Py |Egységnyi teszttérfogatban 1év pontok szama pm'z
L |Egy adott elem vagy tesztvonal hossza pm

239

http://www.renderx.com/



render

A mikroszkopos morfometria alapjai

Jel |Definicio Dimenzi6
Ly |Egy adott elemre esé tesztvonalhossz egységnyi tesztvonalhosszra szamitva pum/pm
L, |Linearis elemek hossza egységnyi tesztteriiletre szdmitva pm/ umz
Ly |Linearis elemek hossza egységnyi teszttérfogatban um/ um3
A |Elem vagy teszt-area teriilete pmz

S |Felszin vagy hatarfeliilet teriilete umz

A, |Areaarany, azaz egy adott struktira metszetének teriilete egységnyi tesztteriiletre vonatkoztatva umz/ umz

Sy |Felszin egységnyi tesztteriiletre vonatkoztatva umz/ pmz
V  |Haromdimenzios objektumok térfogata vagy teszttérfogata pm3
Vy |Térfogatarany, egy adott struktura térfogata egységnyi térfogatra vonatkoztatva um3/ um3

N |Adott objektumok szama -

Np. | A tesztvonal metszéspontjainak szama egy adott objektummal, egységnyi tesztvonal hosszra um'l

szadmitva
N, |Egy adott obkjektum sikmetszeteinek szama egységnyi teszt-areara vonatkoztatva um'z
Ny |Egy adott objektumszam egységnyi teszttérfogatban um'3
L |A tesztvonal adott profilra es6 atlaghossza (L /N;) pm
A | Atlagos profilteriilet (A5/N,) pm2
S |Atlagos felszin-teriilet (Sy/Ny) um2
V | Atlagos térfogat (Vy/Ny) pm3
D |Atlagos 4tmérd (pl. egy granulum populaci6 tagjaié) pm
d |Egy profil-populéci6 atlagos atmérdje pm
v |Sejt vagy organellum atlagos térfogata um3

Kérdések és feladatok

bl S

© %0 N oL

Hatarozza meg, hogy mivel és milyen m(’)dszerekkel foglalkozik a morfometria'

Milyen szerkezeti sa]atossagokkal Jellemezheto az izotrdp, illetve a nem izotrdp struktaraju test?

Soroljon fel néhany példat izotrdp €s nem izotrdp bioldgiai mintdkra és elemezve szerkezeti sajatossagaikat
tdmassza ala allitasat!

Mi a pontszamlalasos mddszer 1ényege, milyen morfologiai vizsgalatokra hasznalhato fel?

Milyen a torzitasmentes és pontos becslés ismérve?

Miben kiilonbdzik a becslés pontossaga a becslés hatékonysagatol?

Milyen feltételeknek kell megfeleljen a mintavételezés?

. Tervezzen mintavételezési eljarast a maj hepatocitai térfogataranyainak meghatarozasahoz!

10 Milyen moédszerrel lehet a sejtmag citoplazmahoz viszonyitott térfogatardnyat meghatarozni?
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7. fejezet - Fuggelék

Az itt kdvetkezd receptgylijtemény Osszeallitasanal nem torekedtiink teljességre, hiszen egy-egy eljarasnak igen
sokféle valtozata ismert és hasznalatos. Az itt kozolt eljarasok tehat csak izelitdt adnak ezek korébol. A leirasokat
klasszikus hisztologiai kdnyvekbdl, illetve a tanszékiinkon hasznalatos, kiprobalt és bevalt receptekbdl allitottuk
0ssze. Manapsag a régi, hosszadalmas elokészitést igénylé munkafolyamatokat egyre inkabb leroviditik a készen
kaphato, elore 6sszemért oldatok, a céliranyosan kifejlesztett vegyszerek és eljarasok. Az ezekben rejlo lehetéségeket
azonban csak akkor tudjuk kihasznalni és a sajat céljainkhoz igazitani, ha alaposan ismerjiik az adott modszer
Iényegét — ezt pedig mi sem tiikrdzi jobban, mint egy alapos, a felhasznalt anyagokat, mennyiségeket, idket és
hémérsékleti értekeket tartalmazo leiras, azaz recept. A konyvben bemutatott eljarasok illusztralasara tehat
kovetkezzen itt néhany részletes leiras.

Vérkenet festése

May-Griinvald—Giemsa-festés

Oldatok:

1. Giemsa-oldat: metilénkéket, az abbol oxidacidéval szarmazéd azur I-et és II-t, valamint eozint tartalmaz. A
kereskedelemben kaphato oldatot hasznalat eldtt desztillalt vizzel vagy pufferoldattal higitani kell (tdményen
ugyanis nem fest). Az oldat pH-értékét a rogzités modjahoz kell igazitani: metil-alkoholos fixalas utan a 6,5
pH-érték az optimalis.

II. May—Griinwald-oldat: a kereskedelemben készen kaphato.

Festés:

. A kenet rogzitése metil-alkohollal vagy tdmény May—Griinwald-oldattal: 2—3 perc
. Festés a felére higitott May—Griinwald-oldattal: 5 perc

. A festéket leontjiik (6blités nincs)

. Festés hig Giemsa-oldattal (10 ml DV + 10 ml Giemsa-oldat): 15 perc

. Oblités DV-ben

. Szaritas

AN kW~

Eredmény: Az eljarassal a vorosvértestek rozsaszinire, a fehérvérsejtek magvai ibolyaskékre festddnek. Az
eozinofil granulocitak szemcséi pirosra, a neutrofil sejtek granulumai vilagos ibolyakékre, mig a bazofil granulocitak
szencséi kékre festddnek. A limfocitdk plazmaja kék lesz. A kenetek lefedés nélkill immerzids olajjal vagy
fed6lemezzel kisebb nagyitast objektivekkel vizsgalhatok.

Egésztest-festések

Embriok festése

Csirkeembrio festése ozmium-tetroxiddal

A tojas és a magzatburkok felnyitasa utan a csirkeembriot a tojasbol 6vatosan kiemeljiik, majd neutrélis formalinban
rogzitjiikk és ozmium-tetroxid oldattal festjiik.

Az ozmium-tetroxid oldat készitése:

Az 1 g ozmium-tetroxid oldatot tartalmazé ampullat felnyitjuk, majd barna, j61 zar6do livegedénybe dobjuk, és
100 ml desztillalt vizzel felontjiik, majd vizfiirdén vagy 56 °C-os termosztatban melegités mellett feloldjuk. Az
ozmium-tetroxid végkoncentracidja 1% lesz. Ezt a térzsoldatot hiitészekrényben tartjuk.

A munka menete:
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NNk =

8.

a tojasbol kiemelt embriot pufferoldatban ledblitjiik,

neutralis formalin oldatban fixaljuk,

oblitjiik desztillalt vizben,

az elkészitett ozmium-tetroxid oldatban festjiik, mig kdzepesen barna szinli nem lesz,

a felesleges festéket kimossuk desztillalt vizben,

a preparatumot dehidraljuk felszallé alkoholsorban,

derités (valtott xilolos kezelés) utan dvatosan targylemezre helyezziik (a négynaposnal idésebb embridk esetében
ez vajt targylemez),

majd lefedjiik.

Eredmény: a megfestett, eredetileg attetszd szovetek lathatova, barna szintivé valnak.

Csirkeembrio festése Kernechtrot-festékkel

Az eljaras menete az ozmium-tetroxiddal torténd festésnél ismertetett modszert koveti. A festék készitése €s a
festés hasonld a metszeteknél ismertetett eljarashoz, azzal a kiilonbséggel, hogy itt értelemszer{ien nincs sziikség
a festés elotti deparaffindlasra és rehidralasra.

Porcos vazelemek feltiintetése: alciankék-festés

A festésnek tobbféle, pl. embridkra és a kiilonbdzo gerinces osztalyok képviseldire kidolgozott valtozatai ismertek.

Itt a zebrahalra kidolgozott valtozatot kézéljﬁkl.

Oldatok:

L

Alciankék oldat 6sszetétele
a. 15 mg alciankék,

b. 80 ml 90%-os etanol,

c. 20 ml jégecet.

II. Tripszinoldat

a. 1 g tripszin,
b. 2 g borax (natrium-tetraborat),
c. 100 ml desztillalt vizben.

III. Kalium-hidroxidos hidrogén-peroxid oldat:

a. adjunk kb. 5 ml hidrogén-peroxidot,
b. 100 ml 1%-os kalium hidroxid-oldathoz (1 g kalium-hidroxid 100 ml desztillalt vizben).

IV. Kalium-hidroxidos glicerin oldatsor (Mall-oldat):

a. 20 ml 87%-os glicerinoldat + 80 ml 1%-o0s KOH.
b. 40 ml 87%-os glicerinoldat + 60 ml 1%-0s KOH.

A festés menete:

W N =

0 3 N D

. Fixalas: 10%-os neutralis formalinoldatban, néhany 6ratdl 1 napig, a mérettdl fiiggden.

. Mosas foly6 csapvizben, egy ¢jszakan at.

. Festés alciankék oldattal.

. Rehidralas leszall6 alkoholsorban: abszolut alkohol, 80%, 60%, 40%, 20%-os etil-alkohololdat, desztillalt viz,

1-1 oraig.

. Emésztés tripszinoldattal (a lagy szdvetek eliminalasara), 1-2 nap (15-20 mm hosszu allatnal).
. Maceralas kalium-hidroxidos hidrogén-peroxid oldatban

. Kalium-hidroxidos glicerinsorozat, amig a preparatum le nem siillyed az edény aljara

. A kész preparatum tomény glicerin oldatban, zart edényben eltarthato.

Eredmény: az attetsz6 testben a porcos vazelemek kékek.

! https://wiki.zfin.org/display/prot/A+Simple+Whole-Mount+Staining+Protocol+For+Bone+And+Or+Cartilage+In+Adults+And+Larvae
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Csontos vazelemek feltiintetése: alizarinvoros festés

Az eljarasnak tobbféle valtozata ismert, amelyek mas-mas allatcsoport és/vagy testméret esetében adnak jo
eredményt. Alabb a zebrahalra kidolgozott valtozatot kéz('jljﬁkzz

Oldatok:

I. Natrium-tetraborat (borax) oldat: 30 ml telitett natrium-tetraborat oldat + 70 ml viz.
II. Alizarinvoros festékoldat: 1%-os KOH-oldathoz annyi festéket adunk, hogy az oldat szine mély bordo legyen.
II. Kalium-hidroxidos glicerinoldatok:
1. 20 ml 100%-os glicerinoldat + 80 ml 1%-o0s KOH.
2. 40 ml 100%-os glicerinoldat + 60 ml 1%-o0s KOH.
IV. Alkoholos glicerinoldat tarolasra: 70ml 87% glicerin + 30 ml 70% alkohol
1. Fixalas: 10 %-os neutralis formalinoldatban, néhdny o6ratol 1 napig, a mérettdl fiiggden.
. Mosas foly6 csapvizben, egy éjszakan at.
. Nyuzas (ha lehetséges) és eviszceralas (zsigerek eltavolitdsa).
. Kéalium-hidroxidos hidrogén-peroxid oldat, amig a pigmentacié kifehéredik, illetve a fekete pigment
halvanybarna lesz, 1 nap (15-20 mm hosszu allatnal).
. Mosas csapvizben.
. Natrium-tetraborat oldat, 12 6ra—1 éjszaka.
. Festés alizarinvords oldatban.
. Mosas csapvizzel, 30 perc.
. Emésztés tripszinoldattal (a lagy szovetek eliminalasara), 1-2 nap (15-20 mm hosszu allatnal).
10 Kalium-hidroxidos glicerinsorozat, amig a preparatum le nem siillyed az edény aljara, altalaban 1-1 éjszaka.
11. A kész preparatum alkoholos glicerinoldatban, zart edényben eltarthato.

AW N

O 00 NN

Eredmény: az attetsz0 testben a mésztartalmu vazelemek piros szinliek lesznek.

Csont-porc (alciankék-alizarinvoros) kombinalt festés

Az eljarasnak tobbféle valtozata ismert, amelyek mas-mas allatcsoport és/vagy testméret esetében adnak jo
eredményt.

Oldatok:

I. Ammonias etanol: 100 ml 70%-o0s etanolhoz 10 csepp ammonium-hidroxidot adunk.
II. Alciankék oldat:
a. 10 mg alciankék
b. 80 ml 90%-os etanol
c. 20 ml jégecet
II. Alizarin-red-S oldat: 2%-0s KOH oldatban annyi alizarinvoros festéket oldunk, hogy az oldat szine biborvoros
legyen.

A munka menete:

1. Amennyiben lehetséges ¢és sziikséges, a tetemet megnyuzzuk még friss allapotban. A hasiiregi szerveket
eltavolitjuk.

. Fixalas: 7-10%-os formalinban.

. Kimosas: 1-2 napig folyd csapvizben.

. A porcfestés elokészitése 70%-0s ammonids etanolban, 1-2 napig.

. Porcfestés alciankék oldatban, 1-2 nap.

. Differencialas 96%-os etanolban, 1-2 nap (tobbszor cserélve, amig az alkoholba kék festék oldodik ki).

. Leszall6 alkoholsor: 70, 50, 30%-os etilalkohol, 1-1 nap.

. Desztillalt vizes mosas, 1 nap.
. Csontfestés alizarin-vorossel (alizarin-red-S), 1-2 nap.

10 Differencialas 2-5 % KOH-ban, amig az oldat szines lesz.

O 00Nk W

2 https://wiki.zfin.org/display/prot/A+Simple+Whole-Mount+Staining+Protocol+For+Bone+And+Or+Cartilage-+In+Adults+And+Larvae

243

http://www.renderx.com/



render

Fiiggeléek

11. Viztelenités, derités felszalld glicerinsorban: 40-, 60-, 80%-o0s, majd tomény glicerin (87%)
A preparatum lezart, atlatszo fali edényben tarolhato.

Eredmény: az attetszé testben a porcos vazelemek kék, a mésztartalmu elemek piros szintiek lesznek.

Altalanos attekintésre szolgalé szovettani
festések

Sejtmagok festése hematoxilin festéssel

A hematoxilin t6bbnyire timsos oldatban vagy timsos pécolés3 utan keriill alkalmazasra. Az érés alatt az
aluminiumionok hatasara a hematoxilinb6l hematein képzddik. Az érést mesterségesen is eldidézhetjiik, ilyenkor
a festék azonnal hasznalhato.

A hematein a fémion kozvetitésével kapcsolodik a szovetek negativ toltésii csoportjaihoz (nukleinsavak, fehérjék).
Ha csak magfestést szeretnénk elérni, akkor ezt a festékoldathoz adott savval vagy a timsotartalom ndvelésével
érhetjiik el.

A tims6s hematoxilin indikator jellegii: semleges vagy lugos kozegben sotétkék, savas kozegben barnasvoros. A
kék szint legalabb 5 perces csapvizes mosassal (kékités), a barnas szint 2%-os ecetsavas Oblitéssel érhetjiik el.

Erlich-féle savas hematoxilin
Oldatok:

I. 2 g hematoxilint 90 ml 96%-os etil-alkoholban feloldunk, majd a térfogatot kiegészitjiik 100 ml-re.
II. 3 g kalium-aluminium-szulfatot (KAI(SO4)2) és a 0,4 g kalium-jodidot (KJO3) desztillalt vizben oldjuk, és a
térfogatot kiegészitjiik 100 ml-re.

A festék osszeallitasa:

1. A két oldatot &sszeontjiik.
2. Hozzéadunk:
a. 100 ml glicint és
b. 10 ml tomény ecetsavat.
3. Olyan edényben érleljiik 14 napig, szobahémérsékleten, amely biztositja a szellozést. Tobbszor dsszerazzuk.

A festés menete:

. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralésa.
. Hematoxilin-oldat, 15—60 masodperc.

. Desztillalt vizes oblités.

. Csapvizes mosas (atfoly6 vizzel), 10 perc.

. Desztillalt vizes oblités.

. Viztelenités és lefedés.

AN N B W~

Eredmény: a magok kékek.

Mayer-féle timsos hematoxilin
Festékoldat készitése:

1. 1 g hematoxilint melegités kozben kevés DV-ben feloldunk,

% Az indirekt vagy pécfestékek oldata Snmagaban nem festd hatasi. Alkalmazasuk eltt a metszetet fém- (vas-, aluminium-, krém-) sokkal
kezelni kell, vagy a festékoldathoz kell a fémsokat adni. A fémsok a festéket oxidaljak. Ehhez id6 kell, ez az ugynevezett érlelési ido.
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2. atérfogatot DV hozzaadasaval kiegészitjiik 1000 ml-re.
3. Hozzaadunk:

a. 0,2 g natrium-jodatot,

b. 50 g timsot,

c. 50 g kloral-hidratot,

d. 1 g citromsavat.

Festés:

1. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralasa.
2. Festés a hematoxilin-oldatban: 5 perc.

3. Csapvizes mosas (kékités): 5-10 perc.

4. Viztelenités és lefedés.

Eredmény: a magok sotétkékek. Kloral-hidrat és citromsav nélkiil a porc €s a nyalka is festodik.

Heidenhain-féle vashematoxilin
Oldatok:

1. Pacoldat: 2,5%-os vastimso-oldat (ferri-ammoniumszulfat, amelynek csak ép, ibolyaszinii kristalyai alkalmasak!).
2. 1%-os alkoholos hematoxilin-oldat:

a. 1 g hematoxilint oldunk 10 ml 96%-os etanolban,

b. atérfogatot DV hozzaadasaval kiegészitjiik 100 ml-re,

c. legalabb 4 hétig érleljiik.

Festés:

. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralasa.

. Pécolas a pacoldatban: festés el6tt 2—12 oraig.

. Oblités: DV-ben.

. Festés (esetleg higitott) az 1%-os alkoholos hematoxilin-oldattal: 1-36 oraig (a higitas sziikséges mértéke
tapasztalati Uton hatdrozhat6 meg).

. Oblités csapvizzel.

. Differencialas: a pacoldatban mikroszkop alatt.

. Csapvizes mosas (tobbszor valtva): legalabb 30 perc.

. Viztelenités és lefedés.

B W N ==

0 3 N W

Eredmény: a sejtmag, a magvacskak, mitokondriumok, sejtkdzpont, a harantcsikolt izomrostok csikolata fekete
vagy kékesfekete.

Weigert-féle vashematoxilin
Oldatok:

I. 1 g hematoxilin 100 ml 96%-o0s etanolos oldatban,
II. 1,5 gkristalyos ferri-kloridot (ferrum sesquichloratum) 98 ml DV-ben oldunk, majd 1 ml témény s6savat adunk
hozza.

Mindkét oldat korlatlan ideig elall.
Festés:

A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa €s rehidralasa.

Festés a fenti két oldat 1:1 aranyu, frissen 6sszedntott keverékében: 5—10 perc.
Oblités csapvizben.

Differencialas 0,1%-o0s so6savas alkoholban.

Kimosas csapvizben.

Viztelenités és lefedés.

A
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Azonnal hasznalhatéo hematoxilin-oldat: hemalaun

Az oldat Osszetétele:
Desztillalt vizben, szobahOmérsékleten feloldunk:

1. 1 g kristalyos hematoxilint,

2. 0,2 g natrium-jodatot,

3. 50 g kalium-aluminium-szulfatot,

4. 50 g kloral-hidratot,

5. 1 g citromsavat.

6. Oldodas utan sziirjiik, azonnal hasznalhato.

A festés menete:

1. A fénymikroszkdpos metszetek deparaffinalasa és rehidralésa,
2. 5 %-os foszforwolframsavas kezelés: 1 perc,

3. festés hemalaun oldattal: 15 perc,

4. kimosas csapvizben,

5. viztelenités és lefedés.

Kernechtrot-festés
Oldatok:

I. 5%-os aluminium-szulfat vagy kalium-timso oldat: 5 g aluminium-szulfat vagy kalium-tims6100 ml desztillalt
vizben oldva.

II. Festékoldat készitése:
a. 0,1 g Kernechtrot festékport oldunk 100 ml 5%-os aluminium-szulfat vagy kalium-timso oldatban forralassal;
b. lehiilés utan az oldatot megsziirjiik.

A festés menete (metszetek esetében):

1. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralasa,
2. desztillalt vizes 6blités,

3. Festés a sziirt festékoldattal: 1-5 perc,

4. a metszetek dehidraléasa és lefedése.

Eredmény: a sejtmagok vordsek, a citoplazma és a sejtkdzotti allomany rézsaszinii

A citoplazma festése

Eozin

Citoplazma festésére az eozin 1 %-os vizes oldatat hasznalhatjuk:
A festékoldat készitése:

1. 0,5-1 g eozint desztillalt vizben feloldunk,

2. térfogatat kiegészitjiik 100 ml-re,

3. 1 csepp 2%-os ecetsavat adunk hozza.

Megjegyzés: a festéket magfestékkel kombinalva hasznaljuk (1. alabb). Festésre az eozin 1%-o0s alkoholos oldatat
is hasznalhatjuk.
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Kombinalt mag- és citoplazmafestés

Hematoxilin-eozin festés I.
Oldatok:

I. Erlich-féle hematoxilin-oldat
II. 1%-o0s vizes eozinoldat

A festés menete:

. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralésa.
. Erlich-féle hematoxilin, 15-16 masodperc.

. Desztillalt vizes oblités.

. Csapvizes mosas (differencialas), 10 perc.

. Desztillalt vizes oblités.

0,1 %-os eozinoldat +1 csepp 2%-0s ecetsav 4'.

. 96%-os etanollal 6blités.

. Viztelenités és lefedés.

Hematoxilin-eozin festés Il.
Oldatok:

I. Mayer-féle timso6s hematoxilinoldat
II. 1%-os vizes eozinoldat

A festés menete:

. A fénymikroszkopos metszetek deparaffinalasa és rehidralésa.
. Festés timsos hematoxilinoldattal: 2—5 perc.

. Ké&kités csapvizben.

. Oblités desztillalt vizben.

. Festés vizes eozinoldattal: 0,5-1 perc.

. Oblités és differencidlds desztillalt vizben.

. Viztelenités és lefedés.

NN DN R W~

Az eredmény: a magok kékek, a citoplazma piros. Az utobbi festédés intenzitasa az eozinhoz adott sav
mennyiségével szabalyozhato (alacsonyabb pH-n a festddés erésebb, de tul sok sav az eozint kicsapja).

Kotoszovet kimutatasa

Azan-festés

Oldatok:

I. Azokarmin-oldat:

a. 1 gazokarmin G port 100 ml desztillalt vizben felszuszpendalunk,

b. az oldatot felforraljuk, majd

c. lehitjik.

d. Szlrépapiron atsziirjiik (a szuszpenzio egy része a sziirpapiron visszamarad.)

e. A selymesen csillogo sziiredékhez 1%-nyi jégecetet (tdomény ecetsavat) adunk.
II. Mallory-oldat

a. 0,5 g anilinkéket,

b. 2 g Orange G-t feloldunk desztillalt vizben,

c. 8 ml jégecetet (koncentralt ecetsavat) adunk hozza,

d. a végtérfogatot beallitjuk 100 ml-re.
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e. Az oldatot felforraljuk és
f. szirjik.

Megjegyzés: az oldatot hasznalhatjuk 1:2 aranyban desztillalt vizzel higitva.

1. Alkoholos anilinoldat:
1. 0,1 ml anilin-olaj 100 ml 96%-o0s etanolban
IV. Jégecet-alkohol:
1. 100 ml 96%-os etanol
2. 1 ml jégecet
V. Foszforwolframsav-oldat
1. 5 g foszforwolframsav 100 ml desztillalt vizben

A festés menete:

1. Deparaffinalas és rehidralas,

2. 3%-os kalium-bikromatos pacolas (ha az anyag nem bikromatos-szublimatos rogzitdszerrel volt fixalva): 20
perc—tobb ora.

3. Magfestés: 1%-0s, 56 °C-ra elémelegitett azokarmin-oldatban, j6l zarhat6 edényben (kiivettaban), termosztatban:
5-10 perc.

4. A kiivettat kivessziik a termosztatbol, és hiilni hagyjuk.

5. Oblités desztillalt vizben.

6. Differencialas mikroszkopos kontroll mellett 1%o-es alkoholos anilinoldatban, amig a magstruktira meg nem
jelenik.

7. A differencialas leallitasa 1%-os jégecet-alkoholban: 0,51 perc.

8. Pacolas ¢s a kotészovet elszintelenitése 5%-os foszforwolfram-savban: 2 ora.

9. Oblités desztillalt vizben.

10. Festés Mallory-oldatban: 0,52 perc (higitott oldat hasznalata esetén 90—120 perc).

11. Oblités desztillalt vizben.

12. Differencialas 96%-os etanolban.

13. Viztelenités és lefedés.

A festés eredménye: a sejtmagok pirosak, a kotdszoveti alapallomany és a kollagénrostok élénk kékek, a
harantcsikolt izomrostok ibolyas szintiek, a vordsvértestek pirosak vagy narancssargak.

Nyalka kimutatasa
PAS festés

Oldatok:

I. Schiff-reagens:
1 g bazikus fukszint 300 ml-es lombikban 200 ml forr6 desztillalt vizzel razogatas kdzben feloldunk,
. 50 °C-ra lehiitjiik és jol zar6do livegbe sziirjik,
20 ml 1 N so6savat adunk hozza,
. 25 °C-ra hagyjuk kihilni.
Hozzaadunk 1 g vizmentes NaHSO3-ot és
f. sotétben 24 oraig allni hagyjuk.
II. Perjodatoldat:
a. 0,4g kalium-perjodatot
b. 20 ml desztillalt vizben feloldunk,
c. 0,25 ml 1 M-os sosavat adunk hozza.

o a0 ow

A festés menete:

1. Deparaffinalas és rehidralas.
2. Kaliumperjodat, 4-5 perc.
3. Csapvizes mosas, 10 perc.
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Desztillalt vizes oblités.

Schiff-reagens, 15 perc.

Kénessavas viz (Na-biszulfid oldat), 10 perc.
Csapvizes mosas, 10 perc.

Desztillalt vizes 6blités,

. 96%-os etanol, 5 perc

10. Viztelenités és lefedés.

R R

Eredmény: a szénhidrattartalmu strukturak élénk pirosak.

Lipidek kimutatasa

Szudanfekete festés

A festékoldat készitése:
0,7 g szudanfekete B-t melegitéssel 100 ml propilén-glikolban oldunk, majd melegen szlirjiik.
A festés menete:

. Fixalas kalciumtartalmu formalinban;

. beagyazas, metszés/fagyasztva metszEs;

. mosas propilén-glikolban, 3—5 perc;

. festés szudanfekete oldattal, 5—7 perct6l 20—30 percig (a szerv lipidtartalmatol fiigg, mikroszkopos kontrollal
beallithato);

. differencialas 85 ml propilén-glikol és 15 ml desztillalt viz keverékében, 2-3 perc;

. Oblités desztillalt vizben;

. magfestés: a voros magfestoket ajanljuk, pl. Kernechtrot, 5 perc;

. Oblités desztillalt vizben;

. lefedés glicerin-zselatin keverékben.

AW -
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Eredmény: A lipidek kékesfeketék, a sejtmagok vordsek.

Megjegyzés: az 1.-2. 1épések helyett lehet fagyasztott metszeteket késziteni.

Oilred festés

A torzsoldat készitése:
0,2-0,5 g Oilred festéket 10 ml izopropil-alkoholban oldunk (az oldat telitett lesz)
A festékoldat készitése:

6 ml izpropil-alkoholos festék toérzsoldathoz 4 ml desztillalt vizet adunk. Az oldatot 5-10 percig allni hagyjuk,
majd szlirjiik, és azonnal hasznaljuk.

A festés menete:

. Fixalas kalciumtartalmt formalinban;

. beagyazas, metszés/fagyasztva metszEs;
. festés Oilred festékoldattal, 10 perc;
mosas csapvizzel, 1-2 perc;

. magfestés hematoxilinnel, kékités;

. Oblités desztillalt vizzel,

. lefedés glicerin-zselatin keverékben.
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Idegszovet festése

Idegrostok festése ozmium-tetroxiddal

A festékoldat készitése:
0,5-1 g ozmium-tetroxidot oldunk 100 ml desztillalt vizben.
A festés menete:

. A metszeteket deparaffinaljuk, rehidraljuk,

. desztillalt vizes Oblités,

. festés 0,5-1%-0s ozmium-tetroxid-oldattal, amig a metszet kozepes barna lesz,
. t0bbszords desztillalt vizes Oblités,

. viztelenités,

. a metszetek targylemezre helyezése,

. lefedés.

NN DR W

Eredmény: A festést kovetden a metszetek teljes feliilete barna lesz, de a rostkdtegek és palyak feketésbarna
szinnel tinnek elo.

Luxol fast blue-krezilibolya festés

Oldatok:

I. 0,1% Luxol fast blue festékoldat:
a. 0,1 g Luxol fast blue festékport oldunk
b. 100 ml 95%-os etil-alkoholban, majd
c. 0,5 ml jégecetet (tdmény ecetsav) mériink hozza.
II. 0,1% krezilibolya festékoldat:
a. 0,1 g krezilibolya festékport oldunk
b. 100 ml desztillalt vizben, hozzaadunk
c. 10 csepp tomény ecetsavat, végiil
d. szirjiik.
IIL. 0,05% litium-karbonat-oldat:
a. 0,05 g litium-karbonatot bemériink
b. 95 ml desztillalt vizbe, majd a
c. térfogatot kiegészitjiik 100 ml-re.

A festés menete:

Deparaffinalas, rehidralas 95%-os etil-alkoholig.

Festés Luxol fast blue festékoldattal 56 °C-on, egy éjszakan at (fagyasztott metszeteknél maximum 16 ora).
Kimosas: a festék feleslegét 95%-os etil-alkoholban eltavolitjuk.

Oblités desztillalt vizzel.

Differencialas litium-karbonat-oldatban, 30 masodperc,

differencialas 70%-os etil-alkoholban, 30 masodperc,

oblités desztillalt vizben.

Mikroszkopi ellenérzés: a fehérallomany élesen elkiiloniil a szintelen, festetlen sziirkeallomanytol. Ha sziikséges,
az 5-7. 1épéseket megismételjiik.

9. Festés krezilibolya festékoldatban, 30—40 masodperc,

10. 6blités desztillalt vizben.

11. 96%-os etil-alkohol, 5 perc (mikroszkopos kontroll).

12. Dehidralas (t6mény alkohol, xiloll és xilol II), 55 perc.

13. Lefedés.

NN R DD =
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A vibratommal vagy fagyasztva metszett metszetekbdl az 1. Iépés utan a lipideket ki kell vonni 1:1 aranyu etil-
alkohol:kloroform keverékkel (néhany 6ra—egy éjszaka), majd a metszeteket vissza kell vinni 95%-os alkoholig.

Félvékony metszetek festése

Toluidinkék festés

Torzsoldatok:

I. 1%-os azur Il oldat: 1 g azar II festéket oldunk 50 ml desztillalt vizben;
II. 1%-o0s borax oldat: 1 g boraxot oldunk 50 ml desztillalt vizben és ebben feloldunk 1 g toluidinkék festéket,
majd az igy dsszeallitott oldatot felfozziik.

A festékoldat elkészitése: 6sszemériink

1. 50 ml I. oldatot és
2. 50 ml II. oldatot, majd hozzédadunk
3. 25 gr szacharozt.

A metszetek festése: A targylemezre szaritott félvékony metszetre néhany csepp festékoldatot cseppentiink, majd
lang f616tt vagy melegitdasztalon (pl. 86 °C-on) felmelegitjiik. A lang f616tt addig tartjuk a targylemezt, amig a
festékcsepp peremén aranyszinli gylirli nem jelenik meg. Vigyazat, a festéket ttlheviteni, felforralni nem szabad!

Eredmény: a metszet részletei ortokromazia esetében kékeslilak, metakromazia esetén lilas-vordsek.

Metilénkék—azur |l festés

A festékoldatot tobbféleképpen is készithetjiik, itt csak egy valtozatot mutatunk be. Kaphato elkészitett, rogton
hasznalhat6 formaban is.

Torzsoldatok:

I. 1% metilénkék oldat (1 g festék 100 ml desztillalt vizben oldva),
II. 1% azur II oldat (1 g festék 100 ml desztillalt vizben oldva),
I 1% Na,CO; oldat

A festékoldat készitése: hasznalat el6tt az 1., I1. és I11. torzsoldatokat 1:1:2 aranyban 6sszedntjiik. A kapott keveréket
esetleg tovabb higithatjuk haromszorosara.

A festés menete: A targylemezre szaritott félvékony metszetre néhany csepp festékoldatot cseppentiink, majd lang
folott vagy melegitdasztalon (pl. 86 °C-on) felmelegitjiik. A lang folott addig tartjuk a targylemezt, amig a
festékcsepp peremén aranyszinii gylirli nem jelenik meg. Vigyazat, a festéket tilheviteni, felforralni nem szabad!
Amikor melegitdasztalt hasznalunk, a festés idejét, amely fligg a beagyazdszertdl és a metszet vastagsagatol is,
tapasztalati titon hatarozhatjuk meg.

Eredmény: a metszet részletei kék szinben jelennek meg.

Metilénkék—-bazikus fukszin festés

Oldatok:

I. 0,5%-0s bazikus fukszin oldat
II. 1%-os metilénkék-azar II. oldat (1. ott)
. 1%-0s Na,COs5 oldat

A festés menete:

1. metilénkék—azur II festés lang folott,
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2. oblités Na,CO; oldatban,
3. festés bazikus fukszinnal 1ang f616tt.

Eredmény: A sejtek kék, a lipidcseppek zo6ld, a rugalmas rostok bordo, a kdtdszoveti alapallomany és a kollagén
rostok rozsaszintiek lesznek.

Hematoxilin-eozin és Azan-festés

Félvékony metszetek festésére a mikrotechnikai festékeket forgalmazé cégek altal kifejlesztett és eldre 0sszeallitott
festékoldatokat ajanljuk, amelyekkel a mellékelt hasznalati Gitmutat6 alapjan dolgozhatunk.

Ezustimpregnacio
Oldatok:

I. 2%-os eziist-nitrat (AgNO3) oldat,
II. 2%-o0s oxalsav oldat,
1. 2-3%-o0s natrium-tioszulfat (NaS,0;) oldat.
IV. Az el6hivo Gsszetétele:
a. 40 ml 3%-os zselatin oldat,
b. 10 ml 2%-0s AgNO; oldat,
¢. 4 ml 1%-os hidrokinon oldat.

Megjegyzés: a hivo oldatot hasznalat el6tt kell Osszeallitani, s az csak egyszer hasznalhato! Maga a 2-os eziist-
nitrat oldat rovid ideig sotét iivegben tarolhato.

A festés menete:

. A migyanta eltavolitasa: natrium-etoxid maratas, 15 perc;
. Oblités abszolut alkoholban;

. mosas abszolut alkoholban, 5 perc;

. 70%-os alkoholos kezelés, Sperc;

desztillalt vizes mosas, legalabb 5 perc

. Inkubalas 2%-o0s AgNOj; oldatban 50°C-on, s6tétben, 1-2 ora.
. Oblités desztillalt vizben, sététben, 1-2 perc.

. Hivas az el hivo oldatban, s6tétben, 1-2 perc.

. Oblités desztillalt vizben, 5 perc

10 inkubalas 2%-o0s oxalsav oldatban, 3—4 perc,

11. 6blités desztillalt vizben,

12. Inkubalas NaS,03-oldatban, 5 perc,

13. folyovizes mosas, 5 perc.

14. Viztelenités, lefedés.

Hisztokémiai reakciok

Gomori-féle lugos foszfataz kimutatas

Oldatok:

I. Inkubald oldat: feloldunk

0,6 g natrium-glicerofoszfatot vagy natrium-p-glicerofoszfatot (ennek hasitasa gyorsabb),
. 1 g kalcium-kloridot,

0,5 g natrium veronalt

. 90 ml desztillalt vizben, majd

a térfogatot kiegészitjiik 100 ml-re.

A kész oldathoz aktivatorként 10%-0s magnézium-klorid oldatb6l 0,5 ml-t adunk.

IIL. l —2%-o0s kalcium-klorid vagy kalcium-nitrat oldat

o Ao o
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a. 1 vagy 2 g kalcium-kloridot vagy ~-nitratot oldunk desztillalt vizben, majd
b. a térfogatat kiegészitjilk 100 ml-re.

1. 2%-os kobaltsdoldat:
a. 5 g kobalt-szulfatot/kobalt-nitratot, ~-kloridot oldunk desztillalt vizben, majd
b. a térfogatat kiegészitjilk 100 ml-re.

IV. 0,5-1%-0s ammonium-szulfid oldat:
a. 0,5-1 g ammoénium-szulfidot feloldunk desztillalt vizben, majd
b. a térfogatat kiegészitjilk 100 ml-re.

Az eljaras menete:

. Inkubalas az inkubaldoldatban 37 °C-on, 1-2 ora,

. oblités kalcium-klorid vagy ~-nitrat oldatban, 1-2 perc.

. Inkubalas kobaltsdoldatban, 5 perc,

. négyszer valtott alapos és gyors Oblités lugositott desztillalt vizben (a desztillalt vizhez verondlpuffert adhatunk),
. inkubdaldas ammonium-szulfid oldatban, 3—5 perc,

. mosas csapvizben, 10 perc,

. viztelenités, 4-5 perc,

. lefedés.

01N LB W —

Kiértékelés: az eredmények értékelésekor vegyiik figyelembe, hogy az esetleges beagyazas soran az enzim
aktivitasa jelentdsen csokken, és az inkubalas (1. 1épés) idejének hosszaval aranyosan egyre nagyobb mértékii
diffuziés miterméket kapunk.

Gomori-féle savas foszfataz kimutatas

Oldatok:

I. Inkubald oldat: feloldunk

0,6 g 6lomnitratot

. 500 ml 0,05 M-os pH 5 acetatpufferben, majd hozzaadunk

50 ml 3%-os natrium-B-glicerofoszfat oldatot.

. Az oldatot 37 °C-os termosztatban par 6raig allni hagyjuk, majd
megszirjiik. Ezutan

a térfogatahoz mérten kb. 5 %-nyi desztillalt vizzel felhigitjuk.
I1. 2-3%-o0s ecetsav oldat

Il Hig, kb. 0,5%-0s ammonium-szulfid oldat

o a0 o

Az eljaras menete:

Fixalas 10%-os neutralis formalinban, 0 °C koriili hdmérsékleten, 12-24 6ra;
Folyovizes kimosas, 30-60 perc;

5-7 um vastag metszetek készitése fagyasztd mikrotommal vagy kriosztattal
Inkubalas az inkubal6 oldatban 37 °C-on, 2—8 oraig.

Gyors 6blités desztillalt vizben;

Oblités 2-3%-os ecetsav oldatban;

Oblités desztillalt vizben.

Inkubalas hig, kb. 0,5%-0s ammonium-szulfid oldatban, 3—5 perc,

. Mosas csapvizben, 5—10 perc;

10. Esetleges hematoxilin-eozin festés;

11. lefedés glicerines zselatinban.

WX n bk WD =

Megjegyzés: A kész metszetek viztelenithetdk és ezutan lefedhetdk, de a xilolos kezelés halvanyitja a csapadék
szinét. A csapadék elektronmikroszkopban is lathato.
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Pufferek, pufferrendszerek

Sorensen-féle foszfat puffer

Torzsoldatok:

I. 0,25 M dinatrium-hidrogén-foszfat, 1000ml

Elkészitése:

molsuly (MW) | bemérendé mennyiség
Na,HPO, x 2H,0 177,99 4450 g
Na,HPO, x 7H,0 268,08 67,02 g
Na,HPO, x 12H,0 358,15 89,54 g

A kimért mennyiségli anyaghoz desztillalt vizet adunk, abban feloldjuk, majd a térfogatot kiegészitjiikk 1000 ml-
re.

II. 0,25 M kalium-dihidrogén-foszfat, 1000 ml

Elkészitése:

34,02 g KH,PO,4-ot (MW=136,09) beoldunk 900 ml desztillalt vizbe, majd a térfogatot kiegészitjiikk 1000 ml-re.
A hasznalt puffer: 0,125 M, 100 ml, pH 7,0-7,5

Készitése: keverjlink 6ssze

1. 35ml L és
2. 15 ml II. térzsoldatot,
3. egészitsiik ki a térfogatat desztillalt vizzel 100 ml-re

Megjegyzés: Fixalo készitése estén a torzsoldatokat ugyanilyen aranyban Ontjiik 6ssze. Ebben az esetben csak
annyi desztillalt vizet adunk a keverékhez, amennyivel a fixald hozzaadasa utan azt 100 ml-re kiegészitjiik.

Kakodilatpuffer

Torzsoldatok:
1. 0,2 M natrium-kakodilat, 1000ml oldat készitése:

42,8 g Na(CH3)2As02 x 3H20 (MW = 214,03) anyagot desztillalt vizben oldunk, majd a térfogatat kiegészitjik
1000 ml-re.

II. 0,2 M sésavoldat készitése:
a. 10 ml koncentralt (3638 %-os) HCl-oldatot lassan belepipettazunk
b. 603 ml desztillalt vizbe.

A hasznaland¢ puffer: 0,1 M, 100 ml
Elkészitése:

1. 50 ml I. oldathoz adjunk a II. (s6sav) oldatbol annyit, amennyi a kivant pH eléréséhez sziikséges (1. alabbi
tablazat),

2. egészitsiik ki a térfogatat desztillalt vizzel 100 ml-re, vagy

3. higitsuk 1:1 aranyban a kivant fixaloval.
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pH | sosav oldat
6,4 18,3
6,6 13,3
6,8 9,3
7,0 6,3
7,2 4,2
7,4 2,7

Veronal-acetat puffer

Torzsoldat készitése:
0,28 M, 100 ml
Oldjunk fel desztillalt vizben:

1. 2,98 g natrium-veronalt (C8HI103N2Na, MW = 206,18)
2. és natrium-acetatot az alabbi tdblazat szerint:

natrium-acetat, vizmentes | CH;COONa MW = 82.03 LL15g
natrium acetat, hidratalt |CH;COONa x 3H,0 |[MW = 136.09 1,90 g

3. A térfogatat egészitsiik ki 100 ml-re.
A puffer készitése:

1. 5 ml veronal-acetat torzsoldathoz adjunk
2. 15 ml desztillalt vizet,
3. 0,1 M sosavoldattal allitsuk be a kivant pH-t.

Az oldat nem tarolhaté még 4 °C -on sem.

Rogzitoszerek, keverékek, kimosodk

Neutralis formalin-szukroéz
A rogzité osszeallitasa:

1. 50 ml 0,25 M Sorensen-pufferhez hozzdadunk

2. 20 ml tomény formalint, pH~7,2,

3. 30 ml desztillalt vizet,

4. 2,5 g szacharozt.

A rogzités ideje: 2448 oraig

Kimosas: Sorensen-pufferben

A rogzitszert és a mar fixalt anyagot jégszekrényben kell/lehet tarolni (kb. 1 honapig).

Kalcium tartalmu formalin lipidek rogzitéséhez

Az oldat osszetétele:

* 10 ml formalin,
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e 10 ml 10%—os, vizmentes kalcium-kloridbol készitett oldat,
* 80 ml desztillalt viz.

A fixalas ideje: 1-2 nap.

Kimosas: Sorensen-pufferben.

Bouin-rogzitokeverék

Telitett pikrinsavoldat: 30-50 g pikrinsavat 1000 ml meleg desztillalt vizben oldunk, jol elkeveriink, majd az
oldatot hiilni hagyjuk. Az edény aljan oldatlan pikrinsavnak kell leiilepednie.

A rogzitooldat dsszetétele:

1. 15 ml telitett vizes pikrinsav-oldat,
2. 5 ml formalin,
3. 1 ml jégecet (koncentralt ecetsav).

A fenti komponenseket kozvetleniil a rogzités elott, frissen kell 6sszednteni.

A rogzités menete:

1. Rogzitési id6: 1-2 oratol 12—24 oraig (a minta nagysagatol és jellegétol fliggden).

2. Kimosas: 80%-os etanolban addig, amig pikrinsav oldodik ki a mintabol. (Ez a Iépés a késdbbi festést akadalyozo

pikrinsav eltavolitasat is szolgalja. Megjegyezziik, hogy a pikrinsav feleslegét a metszés utan — a viztelenités
soran — magukbol a metszetekbdl is kivonhatjuk.)

Carnoy-keverék

A rogzitooldat dsszetétele:

1. 60 ml abszolut etanol,
2. 30 ml kloroform,
3. 10 ml jégecet (tdmény ecetsav).

A rogzités menete:
1. Rogzitési id6: 10 perctdl 4-5 6raig (az anyag nagysagatol fliggben).

2. Kimosas: abszolit vagy 80%-os etanolban, 24 ora.
3. Beagyazashoz hasznalt intermedier, majd beagyazas.

Karnovsky-keverék

A rogzitdoldat osszetétele:

1. 1,5% paraformaldehid,
2. 1% glutaraldehid,
3. 0,125 M Sorensen-puffer.

A rogzités menete:

1. A rogzités ideje: 1-2 ora.
2. Kimosas, tarolas: 0,125 M Sorensen pufferben, pH 7.,4.
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Elektronmikroszképos munkahoz ajanlott
rogzitokeverékek

Rutin fixalashoz ajanlott rogzitokeverék
A rdgzitd osszetétele:

* 1,5% PFA,

* 1% GA,

* 2-3mM CaCl,,

¢ 1% cukor,

* 0,1M Na-kakodilat,
* pH74.

Immunjeloléshez ajanlott rogzitokeverék
A rogzitékeverék osszetétele:

e 3-4% PFA,

* 0,05-0,2% GA,

* 2-3 mM CaCl,,

e 1% szacharodz,

¢ 0,1M Na-kakodilat,
* pH7.4.

Viztelenités, paraplasztos (paraffinos)
beagyazas elott

A rogzitdszer kimosasa utan felszallo alkoholsort hasznalunk, amelyben az alkohol koncentracidja fokozatosan

s

a viztelenitést ekkor elegendd a 80%-os etanollal kezdeniink.
A felszallo alkoholsor tagjai:

. 50%-o0s etanol: 2—4 ora,
. 70%-o0s etanol: 2—4 ora,
. 80%-o0s etanol: 24 ora,
. 90%-os etanol: 6 ora,

. 96%-o0s etanol: 6 ora,

. abszolut etanol.

AN kW~

Hosszabb sziinetet a 70 vagy 80%-os alkoholban tarthatunk.

Deparaffinalas és rehidralas

A festés el6tt a metszetekbdl kioldjuk a beagyazodszert (aromas olddszerrel), majd azokat leszallo alkoholsoron
vissziik végig.

. Xilol I.: 15 perc,

. xilol IT: 15 perc,

. abszolut etanol: 5 perc,
. 96%-os etanol: 5 perc,
. 90%-os etanol: 5 perc,
. 80%-os etanol: 5 perc,

AN N AN
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7. 70%-os etanol: 5 perc,
8. desztillalt vizes oblités.

A lefedés elotti dehidralas és derités

A festés utan viztelenitésre etil-alkoholt hasznalunk. Egyes festékek ebben kioldodnak, ezért a metszeteket csak
rovid ideig szabad vele kezelni. A metszet (fel)deritése soran annak fénytorését homogénné tessziik, igy a festékek
szinei élénkebbek lesznek.

A viztelenités és a derités 1épései:

96%-0s alkohol: 6blités,

abszolut alkohol: 1-2 perc,

a korbetdrolgetett metszetet lecseppentjiik terpineollal vagy bergamottolajjal,
xilol I: 5 perc,

xilol II: 5 perc.

M

Ezt koveti a lefedés.

Beagyazas fénymikroszkoépos vizsgalathoz

Beagyazas paraplasztba

Metilbenzoat-celloidin oldat: 10 g celloidint 1000 ml metilbenzoatba tesziink, majd alaposan elkeverjiik (az
iiveget 12 oraig fejre allitva tartjuk, ezt kdvetden alaposan 0sszerazzuk).

A viztelenités utani 1épések:

. metilbenzoat-celloidin: amig a minta atderiil (attetszové valik),
. metilbenzoat celloidin: paraplaszt 2:1 keveréke: 56 °C termosztatban,
. metilbenzoat celloidin: paraplaszt 1:1 keveréke: 56 °C termosztatban,
. metilbenzoat celloidin: paraplaszt 1:2 keveréke: 56 °C termosztatban,
. paraplaszt (el6paraplaszt), 56 °C-os termosztatban,
. paraplaszt (bedgyazo vagy kiontd paraplaszt): 56 °C-os termosztatban,
. orientalas (a minta megfeleld sikba allitasa meleg csipesszel),
. gyors lehiités jeges vizfiirdoben,

a megszilardult blokk kiiitése a beagyazoformabol,
10 a blokk kifaragasa (a felesleges beagyazoszer eltavolitasa): az anyag f6lott 10—15 mm-nyi, koriilétte pedig 3—4
mm-es szegélyt hagyunk.

O 00O AW

Alternativ beagyazas, metil-benzoat helyett toluolt hasznalva:

. metilbenzoat-celloidin: amig a minta atderiil (attetszové valik),
. toluol: paraplaszt 2:1 keveréke: 56 °C-os termosztatban,
. toluol: paraplaszt 1:1 keveréke: 56 °C-os termosztatban,
. toluol: paraplaszt 1:2 keveréke: 56 °C-os termosztatban,
. paraplaszt (eldparaplaszt), 56 °C-os termosztatban,
. paraplaszt (bedgyazo6 vagy kiont6 paraplaszt): 56 °C-os termosztatban,
. orientalas (a minta megfeleld sikba allitdsa meleg csipesszel),
. gyors lehiités jeges vizfiirdoben,
a megszilardult blokk kiiitése a bedgyazoformabol,
10 a blokk kifaragéasa.

O 00 N kAW
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Beagyazas elektronmikroszkoépos vizsgalathoz

Konkrét eljarast itt nem kozliink, mivel a forgalomban 1évo, tobbkomponensii beagyazoszerek mellé a gyartok
hasznalati utasitast mellékelnek. A beagyazast ennek utmutatasa alapjan végezziik.

Beagyazoszer eltavolitasa miigyantaba agyazott
féelvékony metszetekbol

Az epoxi-miigyantak kioldasara tultelitett natrium-metoxid és natrium-etoxid oldatot is hasznalhatunk. Az utobbi
elkészitését kozoljik.

Natrium-etoxid oldat készitése: iivegedényben annyi natrium-hidroxidot oldunk abszolut etanolban, hogy az
tultelitett legyen (edény aljan maradjon feloldatlan anyag). Az edényt lezarjuk, sotét helyre tessziik (aluféliaval
beburkoljuk) és napokig allni hagyjuk. Erés kozben az oldat szine sarasbarna lesz. Hasznalat elStt az oldat
feliiliszojabol kellé mennyiséget ledntiink és azt szlrjilk, a kapott oldatot sziikség szerint etanollal akar
haromszorosara is higithatjuk.

Az eljaras menete:

1. Maratéas kiivettaban, 15-20 perc,
2. oblités abszolut etanolban.
3. Ha sziikséges, desztillalt vizes 6blités kétszer.

Megjegyzés: a kezelés ideje fiigg a beagyazoszertdl, a metszet vastagsagatol és a maratodszer higitasatol, igy igen
valtozo lehet.

Immuncitokémiai jelolés beagyazas utan
(postembedding)

Kétlépcsdés immunjelolés

Oldatok: a vegyszerforgalmazé cégek altal készen kaphato, elektronmikroszkopos munkahoz kifejlesztett oldatokat
ajanljuk, amelyek por alakjaban kaphatok és csak a megadott modon higitani kell 6ket. Ez alol kivétel a hidrogén-
peroxid és a Twen20.

I. 5%-os hidrogén-peroxid (H202) oldat maratashoz

II. PBS: foszfat puffer, pH 7,2-7.4;

II. PBS+1%-0s BSA oldat, pH 7,2-7,4;

IV. blokkol6 oldat: 3%-os tejpor/PBS oldat;, pH 7,2-7,4

V. TBS, pH 8-8,2

VI TBS+1%-o0s BSA, pH 8-8,2

M TBS+1%-0s BSA+0,05% Tween 20 (TTBS)

M els6 ellenanyag: a kivant koncentracio eléréséhez sziikséges mennyiség PBS+1,5%-os tejpor PBS+0,5%-o0s
BSA oldatban oldva;

IX arannyal konjugalt masodik ellenanyag: a kivant koncentracio eléréséhez sziikséges mennyiség TBS+1%-os
BSA+0,05% Tween 20 (TTBS) oldatban oldva.

Az eljaras menete:

Maratas 5%-0s H202 oldattal szobahémérsékleten, 5 perc;

mosas szupertiszta vizzel, 3x5 perc;

mosas PBS-ben, 5 perc;

inkubalas PBS+1%-o0s BSA oldatban szobahémérsékleten, 5 perc;
Blokkolés 3%-os tejpor/PBS oldatban szobahdmérsékleten, 20-30 perc.

nh WD =
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6. Inkubalas az elsd ellenanyaggal 4 °C-on, egy éjszakan at.

7. Mosas PBS+1%-0s BSA oldatban szobahdmérsékleten, 2x5 perc.

8. Mosas TBS+1%-0s BSA oldatban szobahémérsékleten, 5 perc.

9. Mosas TBS+1%-0s BSA+0,05%-0s Tween 20 oldatban szobahdmérsékleten, 5 perc.
10. Inkubalas arannyal konjugalt masodik ellenanyaggal 4 °C-on, minimum 6 6ra.

11. Mosas TBS oldatban, 3x5 perc;

12. Mosas szupertiszta desztillalt vizben, 2x5 perc;

13. 6blités szupertiszta desztillalt vizben (gordiild cseppes modszer);

14. a rostélyok szaritasa.

Haromlépcsos immunjelolés

Oldatok: a vegyszerforgalmazo cégek altal készen kaphato, elektronmikroszkopos munkahoz kifejlesztett oldatokat
ajanljuk, amelyek por alakjaban kaphatok és csak a megadott modon higitani kell dket. Ez alol kivétel a hidrogén-
peroxid és a Twen20.

I. 5%-os hidrogén-peroxid (H,0O,) oldat maratashoz

II. PBS (foszfat puffer), pH 7,2-7,4;

II. PBS+1%-0s BSA oldat, pH 7,2-7,4;

IV. blokkol6 oldat: 3%-os tejpor/PBS oldat;, pH 7,2-7,4

V. TBS, pH 8-8,2

VI TBS+1%-0s BSA, pH 8-8,2

M TBS+1%-0s BSA+0,05% Tween 20 (TTBS)

M els6 ellenanyag: a kivant koncentracio eléréséhez sziikséges mennyiség PBS+1,5%-0s tejpor+0,5%-os BSA
oldatban oldva;

IX biotinnal konjugalt masodik ellenanyag: a kivant koncentraci6 eléréséhez sziikséges PBS+1,5%-0s tejpor+0,5%
BSA oldatban oldva;

X. arannyal konjugalt anti-biotin ellenanyag: a kivant koncentracioé eléréséhez sziikséges mennyiség TBS+1%-o0s
BSA+0,05% Tween 20 (TTBS) oldatban oldva;

Az eljaras menete:

Maratas 5%-0s H202 oldattal szobahémérsékleten, 5 perc;

mosas szupertiszta vizzel, 3x5 perc;

mosas PBS-ben, 5 perc

inkubalas PBS+1%-o0s BSA oldatban szobahémérsékleten, 5 perc;

Blokkolas 3%-os tejpor/PBS oldatban szobahdmérsékleten, 20—30 perc.

Inkubalas az els6 ellenanyaggal 4 °C-on, egy éjszakan at.

Mosas PBS+1%-0s BSA oldatban szobahdmérsékleten, 2x5 perc.

Inkubalas a masodik, biotinnal konjugalt ellenanyaggal szobahémérsékleten, 1 ora.
. Mosas PBS+1%-0s BSA oldatban szobahdmérsékleten, 2x5 perc.

10 Mosas TBS+1%-0s BSA oldatban szobahémérsékleten, 5 perc.

11. Mosas TBS+1%-0s BSA+0,05%-0s Tween 20 oldatban szobahdmérsékleten, 5 perc
12. Inkubalas arannyal konjugalt anti-biotin ellenanyaggal 4 °C-on, 5-6 ora.

13. Mosas TBS oldatban, 3x5 perc;

14. Mosas szupertiszta desztillalt vizben, 2x5 perc;

15. 6blités szupertiszta desztillalt vizben (gordiilé cseppes modszer);

16. a rostélyok szaritasa.

\090.\‘.0\.‘":';?’!\’._‘

Kontrasztositas

Ultravékony metszetek rutinvizsgalatokhoz

Oldatok:

I. Olomcitrat oldat:
a. felforralunk 7,5 ml szupertiszta vizet, majd lehtjiik,
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. 330 mg 6lomnitratot (Pb/NO3/) feloldunk benne,
alaposan elkeverjiik (vortex), majd
. 440 mg trinatrium-acetatot (Na3/C6H507/x2H20) hozzaadunk,
alaposan elkeverjiik (vortex).
Allni hagyjuk 30 percig, kozben néha razogatjuk: az oldat tejfehér lesz
. 2 ml IN NaOH-ot hozzacsepegtetiink
. 12,5 ml végtérfogatig szupertiszta vizzel felenged;jiik (pH = 12)
II. Uranil-acetat oldat:
a. 2 g uranil-acetatot bemériink
b. 50 ml 50%-os, szupertiszta vizzel készitett metil-alkohol oldatba

@ o a0 o

A kontrasztositas menete:

1. uranil-acetat 20 perc
2. desztillalt vizes Oblités, szaritas
3. o6lom-citrat 8 perc

A fenti eljaras epoxi-gyantaba agyazott metszetekre vonatkozik, azt minden esetben a hasznalt beagyazoszerhez
kell igazitani. Immuncitokémiai mintan rovidebb id6ket javaslunk.

A nem sajat abrak forrasa

22D

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blood film_01.jpg?uselang=hu

2.3.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:B-cell chronic_lymphocytic leukemia %28B-CLL%29.jpg?uselang=hu
2.5.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bone marrow_biopsy.jpg?uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File: AML-M4EO.jpg

2.7.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File: AMLM6, multinucleated erythroblast.jpg?uselang=hu
2.8.A

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Morbus_Fabry kidney biopsy Ol.jpg?uselang=hu, Pr Marie-Claire
GUBLER, Paris, France (D. P. Germain: Fabry disease. In: Orphanet journal of rare diseases Vol. 5, 2010, 30, PMID
21092187. PMC 300961. (Review))

2.8.B

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Morbus_Fabry kidney biopsy 02.jpg?uselang=hu, Pr Laura BARISONI,
New-York University, New York, USA. (D. P. Germain: Fabry disease. In: Orphanet journal of rare diseases Vol.
5,2010, 30, PMID 21092187. PMC 300961. (Review))

2.8.C

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Morbus_Fabry kidney biopsy TEM_03.jpg?uselang=hu , Pr Marie-
Claire GUBLER, Paris, France. (D. P. Germain: Fabry disease. In: Orphanet journal of rare diseases Vol. 5, 2010,
30, PMID 21092187. PMC 300961. (Review))
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:NCP14053.jpg?uselang=hu, NCP14053
2.13.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:PMID19190758 PLoS 0004371.png, Popp A, Urbach A, Witte OW,
Frahm C, 2009 Adult and Embryonic GAD Transcripts Are Spatiotemporally Regulated during Postnatal
Development in the Rat Brain. PLoS ONE 4(2): e4371. doi:10.1371/journal.pone.0004371 PMID 19190758
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http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:Coronary Arteries.tif&page=1&uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File: Vibratome.jpg?uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Tissue processing Paraffin inclusion of a histological sample.jpg
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http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:EPA GULF BREEZE
LABORATORY, PATHOBIOLOGY LAB. LAB_ASSISTANT CUTS HISTOLOGIC_SECTION - NARA -
546327 tif&page=1&uselang=hu

2.32.

http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:EPA_GULF BREEZE LABORATORY, PATHO-
BIOLOGY LAB. LINDA SHARP ASSISTANT TO THE PATHOBIOLOGIST, MAKE SLIDES OF... -
_NARA - 546288.tif&page=1&uselang=hu

2.43.

Laszl6 Valéria szives ajandéka, Kovacs Péter felvétele (Genetikai-, Sejt- és Immunbiologiai Intézet, Semmelweis
Egyetem)
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Laszl6 Valéria szives ajandéka, Kovacs Péter felvételei (Genetikai-, Sejt- ¢s Immunbioldgiai Intézet, Semmelweis
Egyetem)
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Zacharias.jpg
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:First compound microscope.jpg?uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Jan_Verkolje - Antonie van Leeuwenhoek.jpg
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:14 Robert Hooke. Pencil Drawing.jpg
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:15_Memorial Portrait at The Open_University.JPG
2.57.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hooke Microscope.jpg?uselang=hu

2.58.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HookeFlea01.jpg?uselang=hu

2.59.A

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Microscope %22Nachet et Fils%22.jpg?uselang=hu, Didier Descouens
2.59.B

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Field Microscope_Set.jpg?uselang=hu, Stewart Mcfadyen
2.60.A

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Johann_Christian_Reil.jpg

2.60.B

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Human brain view on_transverse temporal and insular gyri.JPG?uselang=hu,
John A Beal, PhD Dep't. of Cellular Biology & Anatomy, Louisiana State University Health Sciences Center
Shreveport, 6

2.61.

A Carl Zeiss szives ajandéka.

2.62.

A Carl Zeiss szives ajandéka.

2.63.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Robert Koch in_seine Laboratorium.jpg?uselang=hu
2.64.

A Carl Zeiss szives ajandéka.

2.65.

A Carl Zeiss szives ajandéka.

2.66.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carl Reichert optician.jpg?uselang=hu
2.67.A

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Microscope Zeiss 1879.jpg

2.67.B

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Old_light microscope.jpg?uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Coma_and chromatic_aberration.jpg?uselang=hu
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Spherical-aberration-disk.jpg
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:PurkinjeCellCajal.gif

291.C

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cajal-mi.jpg?uselang=hu

2.92.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:CameralucidaO1l.jpg?uselang=hu
2.93.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Zernike Nobel.jpg?uselang=hu
2.94.

Dr. Torok Julia Katalin szives ajandéka
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:LCD_polarization.JPG?uselang=hu
2.100.

Dr. Torok Julia Katalin szives ajandéka

2.102. Portré
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Richard Adolf Zsigmondy.jpg
2.103
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ochsenfurt St Andreas_innen_ 03.jpg, Photo: Andreas Praefcke
2.105.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Zebrafish-Embryo-dark-field.jpg?uselang=hu, Giudicelli F, Ozbudak
EM, Wright GJ, Lewis J,, PLoS Biol 5(6): €150. doi::10.1371/journal.pbio.0050150. Figure 9. Online, Zebrafish
embryos in dark field illumination.
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bernardino_de Sahagun.jpg
3.2.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Portrait-of-Monardes-1569.png
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ggstokes.jpg
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http://www.fizyka.umk.pl/%7Elum98/aj.html
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Rob Lavinsky, http://www.irocks.com/

3.12.

Nayoun Won, Nanotrio.com

3.13.

http://en.wikipedia.org/wiki/User:Zephyris

3.21.

http://www.optarius.co.uk/Dichroic_Mirror.html

3.23.

http://micro.magnet.fsu.edu/optics/timeline/people/ploem.html

3.26.

Research in Veterinary Science Volume 85, Issue 3, December 2008, Pages 418-432
3.54.

http://umchemistry.cox.miami.edu/MurthyGroup/pundits.html

4.3.

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ruska-microscope-sketch.png

4.63A.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Drosophilidae_compound_eye .jpg

4.63.B

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Flea Scanning Electron Micrograph False Colorjpg
4.63.C

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:144592main 061303 DB16-T25.jpg?uselang=hu
6.2.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bonaventura Cavalieri.jpeg

6.3.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File: Achille Delesse.jpg?uselang=hu

6.5.

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:ERW _portrait 2009.jpg, Barbara Krieger

Filmek

1. Vérkenet készitése és festése:
http://www.youtube.com/watch?v=XBCxusLUe68

2. Vérkenet készitése és festése (Wright-Giemsa festés):
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http://www.youtube.com/watch?v=9xBcm-1NMgk
3. A mikrotechnika 1épései (altalanos attekintés):
http://www.youtube.com/watch?v=TLm37BbR Imo
4.-5. Beagyazas (automata):
http://www.youtube.com/watch?v=VIulVY4V{Ow
http://www.youtube.com/watch?v=sgAwHumFRLY
6.—7. Metszés (kerekes mikrotom):
http://www.youtube.com/watch?v=qGyE4p9XanA
http://www.youtube.com/watch?v=6ZBHveyKEnl
8. Metszetek kisimitasa vizfiirdon:
http://www.youtube.com/watch?v=cbQnZrOwx0l
9. Metszés (kriosztat):
http://www.youtube.com/watch?v=VyvyxsNKNOQ
10. Metszetek festése automataban:
http://www.youtube.com/watch?v=Zhm35EXHa0E
11. Metszetek festése és lefedése automataban:
http://www.youtube.com/watch?v=2gCn-tM6B 1 U
12. Sejtszamlalas Biirker-kamraban:
http://www.youtube.com/watch?v=MKSO0KM31r90
13. Ultravékony metszetek készitése:
http://www.youtube.com/watch?v=es1sOxMPELo
14.-16. Az elektronmikroszkop:
http://www.youtube.com/watch?v=fToTFjwUc5M
http://www.youtube.com/watch?v=j2A6KeWrqeM

http://www.youtube.com/watch?v=_kpN2jPjRYs
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