Konfokalis mikroszképia — elméleti bevezeto

A konfokalis mikroszkop fluoreszcensen jeldlt mintdk vizsgéalatara alkalmas. Jobb
felbontasu képeket ad, mint a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopok, és képes
"optikai szeletelésre", vagyis képet alkotni a minta egyetlen szeletérdl. A kapott digitélis
kép szamitogéppel kezelhetd €s elemezhetd. Tobb szelet képét dsszerakva a fluorofor
térbeli elhelyezkedése is vizsgalhato.

1. A konfokalis elv

A konfokalis képalkotas 1ényege, hogy a rendszer csak a fokuszsikbol jovo fényt
detektalja.
Az elrendezés az aldbbi dbran lathato:
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A hagyoményos mkroszkdpokkal szemben, ahol a minta egy teriiletét éri a megvilagitas,
a konfokalis mikroszkopnal egyszerre csak a minta egy pontjat vilagitjak meg.

A lézer fényforras fényét az objektiv lencse a minta egy pontjara fokuszalja (ez esetben
az objektiv jatssza a kondenzor szerepét is), majd a mintabol eredd fluoreszcens ill.
visszavert fényt ugyancsak az objektiv gyljti 6ssze. A minta egy adott sikjabol jovo fény
az optikai rendszeren val6 athaladés utan egy adott fokuszpontban 6szpontosul, majd a
detektorba jut. Ha egy kicsiny atmérdjh rést ugy helyeziink el, hogy nyilasa éppen erre a
fokuszpontra essen, ez nem befolyasolja 1ényegesen a fokuszsikbodl jovo fényt (folytonos
vonal), viszont a fokuszsikon kiviilrdl jovo fényt szinte teljesen kirekeszti (szaggatott
vonal).

Mivel egyszerre csak a minta egyetlen pontjat vilagitja meg, a konfokalis elrendezés
onmagaban nem ad képet. Ahhoz, hogy képet kapjunk, sorra végig kell pasztazzuk a
vizsgaland¢ teriilet minden egyes pontjat. Ezt a jelenleg hasznalatos rendszerek
tobbségénél pasztazo nyalabbal oldjak meg (beam scanning). Ekkor az eltéritett nyaldb
sorra végigfut a teriilet minden pontjan, épp ugy, ahogy az elektronsugar a tévé
képernyon. A detektor minden egyes pontban megméri a fény intenzitasat, ezekbol a
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szamitogép Osszerakja a képet.

2. A konfokalis mikroszkop elényei

A hagyomanyos mikroszkopokkal szemben a konfokalis mikroszkdp elonyei a
kovetkezok:

a) jobb felbontast képek készithetdk;

b) képes kisziirni a fokuszsikon kiviilrol eredd fényt, igy a képek
kontrasztosabbak és kevésbé elmosodottak;

c) az "optikai szeletelés" €s a szamitdgépes adatfeldolgozés segitségével
vastag mintdk 3-dimenzids struktirai is feltérképezhetdek.

Egy mikroszkop kulcsfontossagu paramétere nem a nagyitas, hanem a felbontas. Egy
targy képe elvileg végtelenszer felnagyithato, de ez nem jelenti azt, hogy tovabbi
részleteket latunk majd a képen. Készithetiink példaul egy fényképet a Holdrol, de hiaba
nagyitjuk a képet tovabb és tovabb, sohasem fogjuk meglatni az asztronautdk ldbnyomat.

A felbonto- vagy feloldoképesség az optikai miiszernek az a képessége, hogy két kozeli,
kiilonallo, aproé targyrészlet képét kiilonallonak adja vissza. A felbontas szamértékkel ugy
adhaté meg, mint az a legkisebb tavolsag két kozeli, de kiilonallo targypont kozott, amely
esetén a két pont képe még kiilonallonak latszik.

Elméletileg egy konfokalis mikroszkop felbontasa fluoreszcens mintak vizsgalata esetén
0,7-szerese egy hagyomanyos mikroszkop felbontdsanak. Ez az optimalis érték
megkdzelithetd, de szennyezett, rosszul bedallitott optikai elemek, vagy rezgések
csOkkentik az elérhetd felbontast.

A minta fokuszsikjabol jovo fény képes athaladni a fényutba helyezett kicsiny résen, €s
elérni a detektort. Ezzel szemben a rés a fokuszsikon kiviilrol jovo fényt hatékonyan
kizérja. Igy a rendszer a mintanak csak egy igen vékony szeletérdl alkot képet. Az eljarast
"optikai szeletelésnek" nevezik. Altala lehetdvé valik vastag bioldgiai preparatumok
nagyon vékony (akar 1 pm-nél vékonyabb) szeleteinek vizsgalata. Szamos ilyen optikai
szeletet készitve, finoman eltolva a fokuszt az egyes felvételek kozott, egy olyan
képsorozatot kapunk, amely a minta 3-dimenzids szerkezetét tiikrozi. A hagyomanyos,
mechanikai metszési eljarasokkal szemben ez a kovetkezd eldonydket nytjtja:

1) sokkal gyorsabb;

2) a készitett képek tokéletesen illeszkednek, leegyszeriisitve a térbeli
rekonstrukciot;

3) €16 mintak is tanulmanyozhatok.

Az optikai szeletelés akkor végezheto el, ha a minta szemitranszparens, mert ekkor a fény
athatolhat a felsdbb rétegeken, hogy megvilagitsa az alsobbakat. Ez a feltétel szerencsére
teljesiil a legtobb biolodgiai mintara. Konfokalis mikroszkoppal néhany 100 pm
vastagsagi mintdk rutinszertien tanulmanyozhatok.
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3. Felépités

Egy konfokalis rendszer gyakorlati megvaldsitasat az alabbi abra vazolja:
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Legtdbb esetben egy tobb hulldamhosszu 1€zer szolgal fényforrasként. A fényutba
helyezett szirdkkel kivalaszthat6 a kivant hullamhosszu gerjesztés. A 1ézer fényét egy
dikroikus tiikor a pasztazo tiikrokre vetiti. A dikroikus tiikrot a hasznalt 1ézer
hullamhosszanak fiiggvényében kell megvalasztani, mégpedig ugy, hogy visszaverje a
1ézer fényét, de dtengedje a mintabol visszatérd fluoreszcenciat. A pasztazo tiikrok a
nyalabot két merdleges iranyban képesek eltériteni, 6sszehangolt mozgasuk
eredményeként a nyalab végigpasztazza a kivant teriiletet. A fény ezutan a mikroszkdpba
jut, amely egy hagyomanyos mikroszkop, és amelynek objektivje a nyalabot a mintara
fokuszalja. A mintabdl eredd fluoreszcens fény ugyanazon az uton, visszafelé halad, és
athalad az elso dikroikus tiikron, amely atengedi a gerjeszto fénynél magasabb
hullamhossza fluoreszcenciat. A mésodik tiikor a fluoreszcencia kiilonb6zd szinG
komponenseit szétvalasztja, és kiilonb6zo detektorokhoz iranyitja. A detektorok eldtt
elhelyezett rések kivagjak a fokuszsikon kiviilrdl jovo fényt. A detektorok mérik a
fényerdsséget, ¢s a roluk érkezd jelsorozat alapjan az elektronika és a szamitogép
Osszerakja a képet.

A rendszer fontos eleme a szamitdgép altal vezérelt fokuszmotor, amely az optikai
szeletelés soran meghatarozott hatarok kdzott pontosan eltolja a fokuszsikot, mikdzben a
koordinatakat a szamitogép rogziti.
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A mintabol érkezo fluoreszcens jel gyakran igen gyenge. A felvett kép jobb mindségii
lesz, ha a rendszer tobb fényt gyljt egy adott pontbol, vagyis a nyalab tobbet 1doz egy
pontban. Ez azt jelenti, hogy a pasztazés lasstibb, egy kép felvétele pedig hosszu idot

vesz igénybe. Sokszor, kiilondsen kinetikai méréseknél, kompromisszumot kell kotniink a
pasztazas gyorsasaga ¢és a képmindség kozott.

Alkalmas detektorral mérhetd a mintan athaladt fény intenzitdsa, amely alapjan a
rendszer 1étrehoz egy transzmisszids képet. Ez leginkabb egy hagyomanyos vildgos
latotert vagy faziskontraszt képhez hasonlit. Fontos megjegyezni, hogy a transzmisszios
kép nem konfokalis, tehat nem egy fokuszsikot, hanem a minta egészét latjuk.

4. Fluoreszcencia

A konfokalis mikroszkop optikdja a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdpok séméajat
koveti.

A feladat a minta megvilagitasa a fluorofor gerjesztési hulldimhosszanak megfeleld
fénnyel, majd detektalnunk kell a fluorofor altal kibocsatott, magasabb hullamhosszu
fluoreszcens fényt. A mintdbdl azonban nem csak fluoreszcens fény, hanem szort
gerjesztd fény is ered, igy ha csak az eldbbit akarjuk érzékelni, az utobbit ki kell
szirniink. Mindezt optikai sziirdk €és dikroikus tiikrok segitségével oldjak meg. Az optikai
szrdk szinkomponensek kiszlrésére alkalmasak, azaltal, hogy csak adott
hullamhossztartomanyban engedik at a fényt, a tobbi hullamhosszt pedig elnyelik. A
dikroikus tiikrok szinkomponensek szétvalasztasat végzik el: visszavernek egy adott
hullamhossztartoméanyba eso fényt, a tobbit pedig atengedik.

Az altalanosan hasznalt elrendezésben, amelyet epi-fluoreszcens elrendezésnek
neveznek, a minta megvilagitasa és a fluoreszcencia detektalasa ugyanarrol az oldalrol
torténik:
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A kivant gerjesztd hullamhosszt a gerjesztd szlrdvel valasztjak ki (G). Egy dikroikus
tiikkor (D) vetiti a gerjesztd fényt a mintdra, amely tiikor ugyanakkor adtengedi a mintabol
jOvo fluoreszcens fényt. Végiil egy emisszios szlird (E) csak a vizsgalni kivant
szintartomanyt engedi at, valamint kivagja a maradék gerjesztd fényt is.

Egy konfokalis mikroszkop esetén az elrendezés 1ényegében ugyanaz, azzal a
kiilonbséggel, hogy a fényforras 1ézer, a fluoreszcens fényt pedig nem a szemiink, vagy
film, hanem egy detektor érzékeli. Tovabbi kiilonbség, hogy mivel a 1ézernyalab
egyszerre csak a targy egy pontjat vilagitja meg, végig kell pasztaznunk a mintat, hogy
egy teriiletrdl képet kapjunk.

Kissé bonyolultabb elrendezést kell hasznalni akkor, ha a minta kiilonb6zd jeloloket
tartalmaz, €s fontos ezek fluoreszcencidjanak egyideji és fliggetlen detektaldsa. Ennek
érdekében a legtobb konfokalis rendszer tobb detektort tartalmaz, valamint tovabbi
dikroikus tiikroket, amelyek szétvalasztjak és a megfeleld detektorokhoz iranyitjak a
kiilonb6zd szinl fluoreszcens fényeket. Az alabbi dbra egy két-detektoros elrendezést
mutat, ilyen a jelenlegi MRC-1024 rendszer.
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Tegyiik fel, hogy egy zoldben illetve egy vorosben vilagitd fluorofor fényét szeretnénk
detektalni, legyenek ezek a FITC ¢és a TRITC. A rendszerben két dikroikus tiikor van. Az
elsot oly modon kell megvalasztani, hogy visszaverje a gerjesztd 1ézerfényt (488 nm), de
atengedje mind a z61d (500-550 nm), mind a vords (>580 nm) fluoreszcenciat. A
fluoreszcens fény az elsd tiikkron valo athaladas utan eléri a masodik tiikrét, amely
visszaveri a z0ld szint, és atengedi a voroset. [ly modon az egyik detektor a zold
fluoreszcenciat, a masik a voroset érzékeli. Tovabbi emisszids szlrdok leszikitik az
érzékelt tartomanyt, kiszirve barmilyen maradék gerjesztd fényt. Az aldbbi abra a FITC
¢s a TRITC emisszios spektrumait mutatja, valamint azokat az "ablakokat", amelyeket a
detektorok érzékelnek.
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Zavarhatja a mérést, hogy gyakran nem lehetséges egy tartoméanyban tisztan egyetlen
fluorofér emisszidjat mérni. Lathato az abrabodl, hogy a két fluorofor széles és részben
atfedd spektruma miatt a voros detektor a FITC emisszidjanak is érzékeli egy részét,
annak ellenére, hogy a voros detektor érzékelési tartomanyaban mi csak a TRITC
emissziojat szeretnénk mérni. Kisebb mértékben bar, de a TRITC jele is ,,atlog" a zold
tartomanyba. Emiatt a kiilonb6z0 jel61ok fluoreszcencidjanak tokéletes szétvalasztasa
lehetetlen. Azt mondhatjuk, hogy kettds jeloléshez lehetdség szerint olyan jeloldpart kell
valasztani, amelyeknél ez az atfedés minimalis.

Fluoreszcens jel610k abszorbcios és emisszios spektrumaibol megéllapithatjuk, hogy

gerjesztheto ill. detektalhato-e az illetd festék a rendelkezésre allo rendszerrel. Az alabbi

abra a fluoreszcein abszorbcios €és emisszios spektrumat mutatja.

| Fluoreszcencia
emisszio -

. Abszorpcio

intenzitas

350 400 450 500 550 600 650
Hullamhossz (nm)

konfokdlis mikroszkdpia 6/24



Téablazatok megadjak a fluoreszcens festékek gerjesztési ill. emissziés maximumait. Ezek
az értékek a két spektrum cstcsainak felelnek meg, viszont nem jelentik azt, hogy a
festék kizarolag az illetd hullamhosszon gerjeszthetd vagy detektalhato. A festék, igaz,
kisebb hatasfokkal, gerjeszthetd abban a tartomanyban, ahol szamottevo abszorbcioval
rendelkezik. Ez az, ami leolvashato a spektrumbol, de nem tudhaté meg az abszorbcids és
emisszios maximumok alapjan.

Kétszind jeldlés esetén a jo felvételek kulcsa, hogy ismerjiik a hasznalt fluoroférok
spektrumat vagy emisszios maximumait, mert a szliroket €s tiikroket ennek alapjan kell
kivélasztani.

5. Képkezelés

A konfokalis mikroszkop altal készitett képek nem analdg, hanem digitalis képek. A
folytonos képet a digitalizalas soran véges szdmu képpontra osztjak fel, a végsd képet
pedig sorokban és oszlopokban elhelyezkedd képpontok, az un. pixelek alkotjak. Az
egyes képpontok fényességét egy 256 arnyalatbol allo skalan adjak meg, ahol 0 a fekete,
255 a fehér, a kozottiik 1évo értékek pedig kdztes arnyalatokat jelentenek. A digitalis kép
tehat egy pontracs, amelynek minden pontja a 0-255 skalan megadott fényességgel
rendelkezik.

Egy megfelelod felbontasu digitalis kép folytonos benyomast kelt. A kép felbontasat a
képpontok sorainak €s oszlopainak szamaval adjak meg (pl. 512x512). A nagyobb
képeknek természetesen nagyobb a helyigénye a szamitdgépen valo tarolaskor. Egy
512x512 pixeles kép helyigénye kb. 1/4 MB, harom szinben ugyanez 3/4 MB. Egy
1024x1024 pixeles kép nagyjabol 1 MB-ot foglal. Szeletek készitésekor mindezt meg
kell szorozni a szeletek szamaval, amely sok szelet esetén egészen tekintélyes adathalmaz
lehet.

Standard képkezeld eljarasok

A képkezelés soran a kezdeti képet atalakitjak annak érdekében, hogy pl. kiszlrjék a zajt,
kiemeljenek adott részleteket, vagy emberi szem szamara érzékelhetdbbé tegyenek
kiilonbségeket.

Feényesség, kontraszt, kiiszob

Idealis esetben egy képen a 0-tol 255-ig terjedod teljes intenzitasskalat kihasznaljuk. Ha pl.
egy képen a minimalis intenzitas 0, a maximalis pedig 35, ez a kép azért gyenge
mindségl, mert nem lathatdak az intenzitasbeli kiillonbségek (minden pixel a feketéhez
kozeli arnyalatu). Az ilyen hibat a kép felvételekor kell helyrehozni, mindazonaltal ha
minden pixel 0-35 kozotti intenzitast, ez a tartomany kinyujthato a teljes skalara azaltal,
hogy minden képpont értékét megszorozzuk 7-el. Ekkor a skala 0-tol 245-ig tart majd.
Nem linedris atalakitassal a tartomany egyes kiemelésre szant részei jobban
felerdsithetdek.

Alacsony intenzitasu pixelekbdl allé zaj megsziintethetd, ha egy adott kiiszobintenzitas
alatt minden képpontot feketére valtoztatunk.
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Simitas és sziirés

Bizonyos esetekben a kép igen zajos, azaz nagy a kozeli képpontok kozotti kiilonbség.
Térbeli atlagolassal, vagy simitdssal elmoshatok a kiillonbségek, viszont ezaltal a
felbontasbol is veszitiink.

Adott szlirdkkel élesithetd a kép, igy lathatova tehetdk egyes részletek. Az eljaras
hatranya, hogy éppugy kiemeli a zajt és az apro képi hibakat. Az élesités foleg akkor
hasznos, ha a minta finom struktirakat tartalmaz.

Nagyitas és kicsinyités

Ez a kép felbontasanak, tehat a képpontok szdmanak novelését vagy csokkentését jelenti.
Kicsinyitéskor egybemosddhatnak fontos részletek, tehat csdkken a felbontds,
nagyitaskor viszont nem no a kép valodi felbontésa, csak a mérete.

Szintablak, alszinek
Segitheti a megjelenitést, ha a sziirke arnyalatok skalajat egy masik szinskalaval
helyettesitjiik.

Tobb szint jelolés esetén a kiilonbozd jeloldok eloszlasat dbrazold képekhez zold, piros
illetve kék szineket rendelnek, majd a képeket egymasra helyezik. Hozzarendelheto pl. a
z0ld szin a FITC képhez, a voros pedig a rodaminhoz, igy a két jelold viszonya egy képen
vizsgalhato.

Fontos megjegyezni, hogy a konfokalis mikroszkop altal készitett kép nem szines, csupan
egy intenzitaseloszlast abrazol. Az altalunk hozzarendelt alszin teljesen onkényes, és bar
megtehetjlik, hogy a vords fluorofor képéhez voros szint rendeliink, ennek nincs koze a
fluoreszcencia valodi szinéhez.

Mivel az emberi szem nem képes pontosan megkiilonbdztetni a sziirke egyes arnyalatait,
a sziirke szinskalat helyettesithetjiik egy valtakozo6 szineket tartalmazé palettaval (pl. a
szivarvany szinei), megkonnyitve ezzel a kiilonbségek érzékelését. A megjelenitésen tal
ennek nincs kiilondsebb jelentdsége, ez csupan jaték a szinekkel.

A sziirke szinskala helyettesitésére hasznalt szintablak neve az angolban "lookup table"
(LUT).

3D képalkotas
A szeletekbdl a gép egy 3 dimenzids képet rak 6ssze, amely tobbféle modon abrazolhato.

Megjelenithetd pl. ugy, hogy az egyes szeleteket adott médon egymaésra 6sszegezziik. Az
Osszegzés elve lehet az, hogy minden képpontba a kiilonb6zd mélységekbdl rogzitett
intenzitasok koziil a maximalis érték kertil.

Osszeadhatok a képpontok ugy is, hogy az egyes szeletek kiilonbozd sullyal
szerelpeljenek a végsod képben. Amit igy kapunk tulajdonképpen nem mas mint a teljes
minta fluoreszcens képe, ez a kép viszont egyértelmiien részletgazdagabb, mint egy nem
konfokalis technikdval késziilt fluoreszcens kép.

Ujabb lehetdségként létrehozhato a 3d struktira barmilyen metszete.
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A szeletek sorozata ezenkiviil tetszdleges iranyra levetithetd, tehat a minta
"megtekinthetd" kiilonbozo iranybdl. Akar a szeletekre sikjara merdleges vetiilet is
vizsgalhato. A minta kiilonb6zd sz6gekbol felvett vetiileteit egymas utan levetitve mozgd
képet kapunk, amely olyan hatast kelt, mintha a minta forogna.
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