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Bevezetés

Régi torekvése a fénymikroszkdpos morfolégianak, hogy relativ egyszeriiségét a lehet6
legsokoldalubb és legnagyobb felbontasu képi feldolgozas szolgalataba tudja allitani. Bar a
hatvanas- hetvenes évek az ultrastruktura korat hozta, melyben a sejtorganellum-szinti
feloldoképesség lassan megkdzelitette a molekularis dimenzidkat, a készulék egyéltalan nem
volt egyszer(l és olcso, és egyaltaldn nem volt kénnyen kezelhetd, nem beszélve az
el6készités bonyolultsagarol. Az immuncitokémiai és hisztokémiai eljarasok ugrasszeri
fejlédése azonban az elektronmikroszkopot korabbi szinte egyeduralkodo szerepébdl
visszaszoritotta az 6t megilleté helyre, az ultrastrukturalis dimenziok megismerésének
vilagaba. Az elektronmikroszkop fejlédésével parhuzamosan a sejtek vizsgalatara egy azzal
szorosan kapcsolédé masik technikai is kifejlédott, scanning elektronmikroszképia. Ez a
technoldgia az elektronmikroszkoppal szemben a sejtet és szovetet a maga természetes
haromdimenzids viszonyai kdz6tt tanulmanyozza annak minden el6nyével és hatranyaval
egyutt. Miutan ebben az esetben csak indirekt médon lehet kézvetlen informaciot nyerni a sejt
belsejérdl igy els6sorban a sejtfelszin és sejtalak illetve sejt-sejt interakcidk vizsgalo
eszkdzévé valhatott csak. Ebbdl is lathatd, hogy kialakult a sejtvizsgalatra alkalmas
modszerek kézott egy kisebbfajta szakadék, amely az ultrastrukturalis dimenzidkat a
fénymikroszkdépos dimenzidkkal 6sszekdti, s amely ugyanakkor nem korlatozodik a
sejtfelszinre, sejtalakra, hanem a sejt belsejének haromdimenzids viszonyait is képes vizsgalni
a korabbi elektronmikroszkdpos technikak el6kezelési korlatai és nehézkessége nélkul. Ennek
a szakadéknak az athidalasara alkalmas az 1980-as évek masodik felében kifejlesztett un.
konfokalis mikroszkoépos technika.
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1.4bra: A konfokalis mikroszkop sematikus felépitése



A konfokalis Iézer-mikroszkop epilumineszcens lézer sugarnyalabot hasznal a
minta vizsgalatara (stage vagy beam scanning). Ebben a mikroszkop tipusban az
objektiv lencse kondenzorként is mikodik egyben. A gerjesztd fény az 1. aperturan at
érkezik (10-100 mikron) a mintara, majd a mintabal /-rél reflektalodo fény a 2.
aperturaba vetil, amely a fénynek csak egy részét (a fokuszban 1évd részét) érzékeli
és engedi egy nagy érzékenységi detektorra (idealis esetben egy foton-szamlaléra)
(2.abra). Emiatt a fokuszon kivili terlletekrdl érkezé fény a detektort nem gerjeszti,
nem vesz részt a képalkotasban. A kép tehat arrél a képpontrdl keletkezik, amelyet a
megvilagité fénynyalab ért, és amely megegyezik a detektald fénynyalabbal. A
kovencionalis fénymikroszképokhoz képes a konfokalis |ézer scanning mikroszkép
lateralis feloldasa 1.7x-re néhet idealis esetben. Ugyanakkor a rendszer igazi el6nye
a mélység-élesség dramai javulasa az un. Konfokalitas, amely az objektiv lencse
numerikus apperturajaval aranyos és 1.5 NA kortl mar 0.1 ym lehet.
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2. abra: Mkodési elv (1. Apertura = illuminating aperture; 2. Apertura =
imaging aperture)

Az alkalmazasi lehet6ségek spektruma

A konfokalis |ézer-mikroszkop orvosbioldgiai felhasznalasa elsésorban a
fluoreszcens technika magas szinvonalu alkalmazasat jelenti, bar nem
elhanyagolhat6 szerepe a hagyomanyos mikroszkopos képalkotasok kivaltasaban,
mint a fazis-kontraszt, a sététlatéteres interferencia-mikroszkopia vagy a
konvencionalis transzmissziés mikroszképia. Ez utdbbi technikak esetében
festetlen objektumokat (sejtet vagy szdvetet) lehet vizsgalni. A kettés vagy tébbes
jeld1ések rutinszerl alkalmazasa a rendszer legnagyobb elénye. A hagyomanyos
argon/krypton lézert uv lézerrel kiegészitve harom gerjesztd fénysugar all
rendelkezésre harom parhuzamos fluoreszcens szignal detektalasara. A képet
mintegy negyedik informacioként az atmendéfényes, faziskontraszt vagy
sotétlatéteres kép egészitheti ki. A konfokalis Iézermikroszkép az un. nativ sejt és
szovetmintak vizsgalatanak idedlis eszkdze, ahol a konfokalités a fluoreszcens
képeken valosul csak meg. Az alabbiakban megkisérlem felvazolni a készilék
tipikus alkalmazasi lehet6ségeit, elérebocsatva. hogy a technika nem része a
mindennapi rutin diagnosztikanak ugyanakkor egyre inkabb a technoldgia
minimumava valik a fénymikroszképos sejt- és szdvetanalizisnek.



Mintael6készitési szempontok

A konfokalis mikroszkdpia, miutan nativ sejtek, szovetek vizsgalatat jelenti, igy
ennek megfeleléen ilyen esetekben nem igényel mas elékészitést (nativ él6 sejteket,
illetve a szdvetek fagyasztott metszeteit). Amennyiben immuncitokémiai médszereket
alkalmazunk, az el6készités szempontjai az optimalis immunreakciok igényeinek
illetve a finom-morfolégia maximalis megdrzésének egészséges kompromisszumat
kell hogy jelentse. Gyakorlatilag az elektronmikroszképia fixalé modszerei azon
részének alkalmazasat kell hogy jelentse, amely egyuttal alkalmas az optimalis
immunreaktivitds megbrzésére is.

Felhasznalas prototipusok

1./ Sejtfelszini topolégia

Adherens és nem-adherens sejtek apikalis felszinén a felszini antigének és
receptorok eloszlasanak kimutatasara idealis a konfokalis |ézermikroszkop. A
parhuzamosan készitett faziskontraszt kép a scanning elektronmikroszképos
feloldashoz kdzelitve a sejt felszini nyulvanyait, membran-egyenetlenségeit, illetve
un. periférialis membran egységeit, mint a vezet6 lamella, huzé-él, képes
megjeleniteni a receptor(ok)-hoz viszonyitva. EQy néhany m m magas sejt esetében a
matrix-kdzeli membran és az apikéalis membran receptor fenotipusanak jellemzése
mas maodszerrel gyakorlatilag elképzelhetetlen. A jeldlés €16 sejten alkalmazva
kivaloan alkalmas a membran receptor-dinamika tanulmanyozasara (intemalizacio
vagy membranban térténd transzlokacio).

2./ Adhéziés organellum vizsgalata

Az adherens sejtek a matrixszal az un. adhézios plaque-ok révén lépnek
kapcsolatba. A strukturak "magassaga" maximum néhany tized mikron, igy
hagyomanyos mikroszkdpban csak kivételesen lapos sejtekben lehet tiszta képet
kapni egyes elemeirél, mivel a strukturakra ravetul egy igen vaskos és immunreaktiv
citoplazma. Megfelel6en finom permeabilizalas alkalmazasa és megfelel6
immunjel6lés esetén az optimalis optikai szeletben gyakorlatilag csak az adhéziés
organellumok sikja mas strukturdk zavaré hatasa nélkal mutathaté ki.

3./ Sejtmagi strukturak vizsgélata

Akar egyedi sejtekrél, akar szévet metszetekrél van sz, a sejtmag a konfokalis
technika idealis organelluma. A sejtmag nagysaga (5-10-15 um), még
szbvetmetszetek esetében is lehetdséget ad arra, hogy a metszetben az egész
organellum egészében vizsgalhato legyen. A megfeleléen vékony optikai szeletelés
igen nagy felbontast, a 3 dimenzids rekonstrukcié pedig a struktara utdlagos térbeli
rekonstrukciojat teszi lehetévé. A nukleinsavak kimutatdsara szamos kulénb6z6
hulldmhosszon gerjeszthetd és fluoreszkald fluorokrom all rendelkezésre, melyek jol
kombinalhatdk a kilénb6z8 specificitasu protein prébakkal. A magi strukturak
esetében kilon kell megemliteni a kromoszdmak és gének in situ vizsgalatat, ami a
modem molekularis bioldgianak igen gyakori targya. A fluoreszcens in situ hibridizacio
segitségével, amennyiben a kromatint egy adott fluorokrommal jeldljik, akar
tobbszords gén vagy mRNS kimutatasara van lehetdség és ezek egymashoz, illetve a
kromoszoma adott régidihoz viszonyitott elhelyezkedése nagy pontossaggal
tanulmanyozhaté.

4./ EI6 sejtek vizsgélata: sejtmozi illetve supravitélis festés/ jelatvitel

A kisebb energiaju lézereket alkalmazé scanning mikroszkdpokban lehetéség van
arra, hogy a jelet €16 sejtekbdl nyerjiuk. Ennek feltétele a flitheté targyasztal
alkalmazasa. Ez esetben a sejtekrdl pl. &tmend 1ézerfényes képeket készithetlink
elére beprogramozott médon mint a time-laps videomikroszkdéppal, majd a képeket
egymasutan lejatszva a sejten beliili folyamatokat i1letve a sejt valtozasait mintegy
mozi formajaban lejatszhatjuk.

Az €16 sejten belili jelatvitel tanulmanyozasara megfelel6 specificitasu szupravitalis
festékekkel lehet azokat jeldlni és a fluoreszcens csatornaban lehet megadott
idénként mérni a fluoreszcencia lokalizacidjat és intenzitasanak valtozasat.



5./ Szévetmetszetek vizsgalata

A fénymikroszképia a1lando térekvése hogy egyre vékonyabb metszeteket
készitsen és azokban analizalja a strukturakat. A konfokalis technika elénye, hogy
nem igényel igazan vékony metszeteket, hiszen éles képet Ugyis csak az adott
optikai sikbd1 képez. Ugyanakkor a vékony metszetekben a széveti strukturak
térbeli elhelyezése nehézkes sokszor igen félrevezetd. A konfokalis mikroszkop
lehetévé teszi, hogy vastag metszeteket alkalmazzunk (50-100 mm), amelyekben
azonban mintegy optikai Uton szeleteljik a szévetet és igy nyeriink az individualis
szeletekrdl képet, amelyekben aztan utélagosan digitélisan rekonstrualhatjuk az
egyes jelek, sejtek, organellumok térbeli tényleges elhelyezkedését, mas
strukturakhoz val6 viszonyat.

6./ Molekuléris biolégia specialis alkalmazasi teriiletei: DNS-chip és lézer
mikrodisszektor

A konfokalis Iézer scanning mikroszképianak igen nagy elénye hogy automatizalhato, amit
szamos terlleten lehet felhaszndlni. Ezek kdzUl manapsag sok sz6 esik a DNS-chip
technikard1, de arr61 nem hogy ennek egyik instrumentalis alapja a konfokalis mikroszkép. A
DNS-chipen elvégzett fluorescens hibridizacios reakciot egy (kis felbontasu) konfokalis l1ézer-
mikroszkop olvas le, s miutan képe azonnal digitalizalt, az analizalé program szamara azonnal
hozzaférhet adatokat hoz létre. A készllék adottsagai ezen technika maximalisan kihasznalja
a tdbbszo6rds fluoreszcens jeldlések esetében. A késziilék specificitasa az automatizalt
targyasztal, mely az automatikus leolvasas feltétele. Nem véletlen, hogy a DNS-microarray
rendszerben a leolvaso berendezés ara nagysagrendileg megegyezik egy konfokalis
mikroszkop araval.

A modern molekularis technolégia egy masik terileten is felhasznalja a konfokalis lézer
mikroszkopot. A szévetminta-homogenizatumokbd1 nyert DNS és RNS mintak nem egységes
sejtpopulaciébdl szarmaznak igy a nyert adatok csak ennek figyelembe vételével értékelhetdk.
Ujabban lehet8ség van arra, hogy egy adott szdvettani preparatumban azonositott akar egy
sejt magjabd1 nyerjliink DNS vagy RNS mintat, a Iézer mikrodisszektor segitségével. Itt
kelléen vastag metszetben a mikroszkop ellenérzése me1lett ki lehet vagni, és fel lehet fogni a
vizsgalandé organellumot az azonositott sejtbdl. A technikat 1ézer scanning mikroszképpal
kombinalva még akar funkcionalis statusz alapjan is lehet szelektiven gyUijteni.



