Sejttenyésztési alapismeretek

1. Bevezetés

A sejteknek un. sejtkulturdkban torténd tenyésztése (a sejteket az eredeti helyiikrol
eltavolitva in vitro tartjuk fenn ill. szaporitjuk) és tanulmanyozésa tobb szempontbol
elonyos:

e Mig a legtobb allati (és természetesen ndvényi) szerv illetve szdvet tobb
kiilonbozo sejttipusbol épiil fel, addig a sejtkultirakban lehetdség nyilik az
egyes specifikus sejtfajtdk szeparadltan torténd tenyésztésére, amely a
tulajdonsagaikat tekintve sokkal homogénebb sejtpopuléciot eredményez.

e A kisérleti koriilmények kontrollalasa sejtkulturdk esetén konnyebben
megoldhatd, mint intakt organizmusok esetén. (Pl. a ndvekedési koriilmények
manipulaldsaval viszonylag egyszeriien vizsgalhaté a kiilonbozé névekedési
faktorok hatdsa az adott sejttipusra.)

e A szervekben, szovetekben nehéz elkiiloniteni a sejtek ,,sajat” tulajdonsagait a
tobbi, ott jelenlévod sejttipussal vald kolcsonhatasabol kovetkezo sajatsagoktol;
sejtkulturak esetén ez nem jelent problémat.

e Sok esetben akar egyetlen sejtbol is konnyen kifejlodhet egy genetikailag
homogén sejtpopulacio, ami egyszeriibbé teszi a genetikailag kiilonbdzé sejtek

elkiilonitését és vizsgalatat.

Nemcsak sejtek, hanem szervek illetve szovetek is tenyészthetSk in vitro koriilmények kozott, ilyenkor
beszéliink szerv- ill. szovetkultirarol. Miutan a sejtbioldgia gyakorlatok soran kizarolag sejtkulturakkal

talalkozunk, a jegyzetben ezek targyalasara szoritkozunk.

A tovabbiakban néhany, a sejttenyésztésben alkalmazott alapfogalommal
ismerkediink meg:
e primér (elsddleges) ill. szekunder (masodlagos) kultira: az eredeti szervbol,
szovetbdl frissen eltavolitott sejtekbdl illetve azok egyszeri atoltasa (passzalasa)

révén késziilt kultura;

e sejttérzs: a primer kultirabol néhany passzalas utan kialakult, véges élettartamu
(kb. 40-50 passzalas) sejtkultara;

e sejtvonal: genetikailag viszonylag homogén, megfelelé korilmények kozott
korlatlan ideig fenntarthatd sejtkultira. A legtobb esetben vagy normal sejtek in
transzfekcio révén) vagy tumor sejtek (amelyek a normal sejtek szervezeten beliil
transzformalt valtozatanak tekinthetdk) felhasznalasaval nyerik a sejtvonalakat.

e a sejtkultarakat alkothatjak szuszpenzidban illetve letapadva novo sejtek. Ez utdbbi

esetben a sejtek matrix fehérjéket termelnek és ezek, valamint a tapoldatban
jelenlévd Ca" ionok segitségével szorosan kitapadnak a tenyészté edény falahoz, tn.

egyrétegli (monolayer) kulturat alkotnak.

g

A sejtkultirak fenntartasa

Az in vitro sejttenyésztés soran a sejteket a fiziologiast kdzelité koriilmények kozott,
azaz megfeleld tapoldatban (médium), 37 °C-on inkubaljuk. Az 1. abran egy, a

sejtvonalakra jellemz6 novekedési gorbét lathatunk szemilogaritmikus dbrazolasban.
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Lathatjuk, hogy a kultirat egy adott sejtstirliséggel inditva a sejtek szdma egy ideig

exponencialisan nd, majd elér egy Un. telitési szakaszt, ahol a sejtek az osztodast



befejezik (G,/G, fazisban vannak), a sejtszam nem vaéltozik tovabb. Altalaban ebben a
staddiumban torténik a sejtek passzalasa: ekkor a sejteket friss médiummal
~meghigitjuk”, azaz olyan koncentracidban vessziik fel 6ket, amelynél Gjbol képesek az
osztodasra.

A passzalas tobb modon torténhet:

e szuszpenzioban novo sejtek: sokszor elegendd, ha a sejtszuszpenzidt a friss

médiummal egyszerlien a kivant aranyban meghigitjuk. Masik lehetdség, hogy a
szuszpenzi6 lecentrifugalasa és a feliilluszé (régi médium) eltavolitdsa utan a
megfelelé mennyiségli friss tapoldatban vessziik fel a sejteket.

o letapado sejtek: ezek passzalasa altalaban akkor torténik, amikor a sejtek mar az
egész rendelkezésiikre allo feliiletet benottek (konfluens kultara). A kitapado
sejteket passzalas el6tt szuszpenzioba kell vinni, ez néhany esetben a tenyészto
edény egyszeri razasaval, iitogetésével elérhetd, de legtobbszor enzimekre
(proteazok - a kitapadast okoz6 matrix fehérjék proteolitikus hasitdsahoz) vagy
kelatképzd anyagokra (a kitapadashoz sziikséges kétértékii ionok
megkdtéséhez) van sziikség. Leggyakrabban a tripszin nevii enzimet hasznaljak,
sokszor egyiitt alkalmazzak EDTA-val (etilén-diamin-tetraacetat — kelatképzo
anyag). (Eléfordul a kollagenaz enzim hasznalata is.) A tripszinezés soran a
megfeleld pufferben elkészitett tripszinoldatot radntik a letapadt sejtekre (a
médium elézetes eltavolitasa és a sejtek PBS-sel torténd ledblitése utan), majd
1-2 percig 37 °C-on inkubaljadk Oket. Ezutan friss médium hozziadasaval
leallitjak a reakciot (a médium szérumtartalma ui. leallitja a tripszint), a sejteket
lefugaljak és a kivant mennyiségii friss médiumban veszik fel.

A szuszpenzidba vitt sejteket a passzalas elott meg kell szdmolni. A sejtszdmolas
alapelveivel illetve az él6/elpusztult sejtek megkiilonboztetésére hasznalatos
modszerekkel tobb gyakorlat leirdsa soran is talalkozhatnak, ezért ennek targyaldsara
most nem tériink ki.

A sejtek passzalasa soran két dologra feltétleniil {igyelniink kell: minden 1épést steril
koriilmények kozott kell elvégezniink, hogy elkeriiljiikk a sejttenyészetek mikrobialis

fert6zését; illetve a tobbféle sejtet is fenntartd laboratoriumokban a sejtek kozotti

kontaminacié elkeriilése végett a steril flilkében egyidében csak egyféle sejttel szabad

dolgozni.

3. A sejtkultirak fenntartasahoz sziikséges anyagok és eszkozok

3/a. Tapfolyadék (médium)

A médium feladata, hogy a sejtek szamara biztositsa a ndvekedéshez sziikséges
tapanyagokat, novekedési faktorokat, a megfeleld fizikai és kémiai kdrnyezetet. A
tapoldat idealis Osszetétele sejttipusonként kiilonbozo lehet az adott sejt sajatsagainak
megfelelden. A kovetkezOkben felsoroljuk a tapoldatokban szerepld alkotoelemeket:

e sooldat: biztositja a nélkiilozhetelen anorganikus ionokat (Na', K*, Ca*", Mg*’,

CI, foszfat, hidrogénkarbonat), fenntartja az ozmolalitast;

e gliikéz: energiaforras, felhasznalhatdo a szénhidratok, lipidek, nukleinsavak
valamint a szerin, az alanin és a glicin szintézisére;

e  esszencialis aminosavak (arginin, hisztidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin,
fenilalanin, treonin, triptofan és valin): ezeket az aminosavakat a gerincesekbol
szarmaz6 sejtek nem tudjak eldallitani, ezért a tapoldatnak kell szdmukra
biztositania Oket. A felsorolt tiz esszencialis aminosavon kiviil a legtobb
sejtkultura igényli a glutamin, tirozin és cisztein jelenlétét is. Ezeket az
aminosavakat altalaban specializalt sejtek termelik az eredeti szervezetben

e vitaminok: kolin, folsav, nikotinamid, inozitol, pantoténsav, piridoxin,
riboflavin, tiamin, biotin, By, (és néhany zsiroldékony vitamin, de ez utébbiakat
a tapfolyadék egyéb dsszetevdi tartalmazzak a megfeleld mennyiségben).

e pufferrendszer a pH fenntartasdhoz: a médium pH-jat altalaban oldott
COy/bikarbonat puffer segitségével tartjak fenn, ekkor az oldott CO, szintet az
CO, nyomas megfeleld beallitdsaval szabalyozzak. (Alternativ lehetéség a 20
mM-os HEPES puffer, de ez kismértékben toxikus, ezért ritkdbban
alkalmazzuk).

e fenolvords: a sejtek metabolizmusuk soran savas vegyhatasi anyagokat (pl.

tejsav) termelnek, amelyek az alkalmazott pufferek ellenére egy adott szint
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felett jelentdsen megvaltoztathatjak a tapfolyadék pH-jat, ami sejtkarosodast
okozhat. A pH ellendrzésére alkalmazzuk a fenolvords indikatort, amely savas
kozegben sarga, lugos kozegben lila szinli. Ha a médium megsavanyodik,
akkor cserélni kell a tapoldatot. Ha az indikator hosszabb inkubacié utéan is lila
marad, akkor az azt jelenti, hogy a sejtek valamilyen ok folytin nem
novekednek megfeleld mértékben.
e szérum: a legtobb sejttipus esetén 5-20 % foetalis (magzati, pl. fetal calf serum
(FCS) — foetalis borju szérum) vagy felnétt szérummal egészitik ki a médiumot.
A szérum szamos olyan faktort tartalmaz, amely nélkiilozhetetlen a sejtek
novekedéséhez sziikséges). Néhany sejttipus szérummentes médiumban is
fenntarthatd, de a megfeleld novekedési faktorokat és egyéb komponenseket
(pl. inzulin, transzferrin, szelén) ekkor is biztositani kell a sejtek szamara.
e antibiotikumok (penicillin, streptomycin, gentamycin): a bakterialis fert6zések
ellen véd.
3/b. Steril fiilke
A szlrt levegovel ellatott steril fiilke (laminar box; laminar air flow cabinet)
lehet6séget ad arra, hogy a sejttenyészettel illetve a médiummal kapcsolatos
manipulacidkat steril kdrnyezetben tudjuk elvégezni. A fiilkékben megfelelden sziirt
levegbt (a 0.3 um-nél nagyobb részecskéket sziirik ki, igy pl. a legtobb baktériumot
illetve gomba spoérat) aramoltatnak a munkafeliilet folott, igy a kontaminacid veszélye
csokken. Emellett a levegd aramoltatasa a sejtek kezelése kozben képzddd aeroszolt is
gyorsan eltavolitja. A steril fiilkékben a gaz-, viz- és elektromos csatlakozast biztositani

kell.

A steril filkék szamos konfiguracioban elérhet6k, ezek méretiikben és a levegbaram iranyaban
valtozhatnak. Nemcsak a sejteket védik meg a fert6zésektdl, de — tervezésiiktdl fiiggben — a felhasznald
szamara is kilonbozo szintli védettséget biztositanak, emiatt kivéalasztasuknal azt is figyelembe kell venni,

hogy milyen, az egészségre mennyire veszélyes sejtkulturakkal foglalkoznak benniik.

A steril fiilkéket gyakran UV lampaval (germicid) is felszerelik, ami segit
fenntartani a sterilitast. Ilyen esetekben figyelni kell arra, hogy a fiilke hasznalata

kodzben az UV lampa ne miikodjon.

3/c. Inkubator

A sejttenyésztésben alkalmazott inkubatorokkal szembeni f6 elvaras, hogy a benniik
tartott sejtkultirdk szamara az optimalis ndvekedési homérsékletet biztositsak (emlds
sejtvonalak esetén ez altalaban 37 °C). A legtobb esetben allandé parcialis nyomasu
CO, atmoszférat valamint megfeleleld paratartalmat is biztositaniuk kell. A hdmérséklet
és a CO, tartalom (4ltaldban 5 %) szabalyozasa altaldban elektromos tton torténik.

A megfeleld paratartalmat legtobbszor steril viznek az inkubatorba helyezésével és

azon steril CO, atbuborékoltatasaval biztositjak.

3/d. Mikroszkop

A sejttenyészetek mikroszkoppal (invert mikroszkop — a sejtek kozvetleniil a
tenyésztd edényben vizsgalhatok) torténé megfigyelése a napi rutinfeladatok kozé
tartozik. Igy nyomon kovethetd a sejtek novekedési iiteme, még korai stadiumban
felfedezhetok az esetleges problémak (pl. fertézések). A mikroszkopokrol egy kiilon

fejezet talalhato a gyakorlati jegyzetben, ezért ezek ismertetésétol most eltekintiink.

3/e. Egyéb eszkozok

e sejttenyésztd edények: altaldban mianyagbodl (ritkabban iivegbol) késziilnek.
Mig szuszpenzidban ndévd sejtek esetén ugyanaz az edény tobbszori
passzalashoz is felhasznalhat6, addig letapadd sejteknél minden egyes
passzalaskor ujabb edényt érdemes hasznalni (bar az iivegbol késziilt tenyésztd
edényeket letapado sejteknél is tobbszor felhasznalhatjuk).

e centrifuga: a sejtek mosasahoz, toményitéséhez illetve iilepitéséhez hasznaljuk.

e liveg vagy milanyag pipettak, automata pipettak; centrifugacsovek stb.

e steril szlirdk, sterilez6 berendezések: a tapfolyadék illetve az alkalmazott

eszkozok sterilezésére hasznaljak.



vizfirdd: a médiumok, oldatok megfeleld6 homérsékletének beallitasahoz

(ltalaban 37 °C).

4. A steril munkavégzés szabalyai

A sejtlaboratoriumi munkavégzés soran mindig viseljiink lehetéleg erre a célra
rendszeresitett kopenyt.

A munka megkezdése elott €s befejezése utan mindig alaposan mossunk kezet.
Az egészségre veszélyes sejtkultirak esetén viseljlink kesztyfit.

Hasznalat el6tt és utan illetve kiilonbozo fajtaju sejtek kezelése kozott a
munkafeliiletet mossuk le 70 %-os alkohollal. A feliilet lemosasa a fiilke
belsejébol kifelé torténjen.

A médiumot illetve a kiilonbdz6 oldatokat tartalmazé iivegeket mossuk le
alkohollal, miel6tt a fiilkébe tessziik Oket.

Hasznalat el6tt ellendrizziik a steril eszkdzoket tartalmazo csomagolas épségét.
Vigyazzunk arra, hogy a nyitott edények felett ne nytljunk at, hogy se az
edények szaja, sem az alkalmazott egyéb eszkozok (pl. pipettdk) ne érjenek
hozza semmihez.

A még nagyobb biztonsag érdekében az livegpipettak illetve az edények szaja

hasznalat el6tt gazlanggal ,,leégethets”.

A fent felsoroltakon kiviil szigoru rendszabalyok vonatkoznak a sejtlaboratoriumban
napi, heti, havi stb. rendszerességgel elvégzendo takaritasi és karbantartasi feladatokra;

a tapfolyadékok és egyéb oldatok valamint az alkalmazott eszk6zok sterilizalasara is.

A fénymikroszkop felépitése

A sejt ,tokéletes” valdsaghli képe nem allithato eld, ezért nagyon fontos a kiillonb6z6

kulcsfontossagu sejtvizsgald modszerek néhany tulajdonsaganak (az eldallitott kép

tulajdonsagainak és a médszer korlatjainak) megértése.

Az elektronmikroszkopos technika kidolgozasa
nagyban kiterjesztette azon képességiinket, hogy
lathatova tegyiink sejtalkotokat és nagyon sok
informacidhoz jutottunk a névényi €s allati sejtek
szerkezetérol illetve a sejtalkotok
szervezOdésér6l. A képek informacidtartalma
elsésorban az  alkalmazott fény- illetve
elektronmikroszk6ép  tulajdonsagaitél ¢€s a
vizsgalatot megel6z6 preparacios eljarastol fligg.
Ezeket a technikdkat a sejtek strukturalis
sajatossagainak vizsgalatara dolgoztak ki. Habar a
leghétkoznapibb  alkalmazasa a fény ¢és
elektronmikroszkopnak a fixalt, élettelen sejtekrdl
szarmazdé minél tobb informacid beszerzése,
kritikus kérdés az eredmények értékelésekor,
hogy mennyire vethetd Ossze a vizsgalat el6tt
fixalt, dehidralt esetleg megfestett preparatum az

¢16 objektummal.

Fénymikroszkop.

A fénymikroszkéop mely a legjobban elterjedt
vizsgald eszkoz, szamos, a mintardl szarmazo kép
megnagyitasara szolgalo lencsét tartalmaz.

A mikroszkdp sugarmenetét az 1.4bran mutatjuk
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fényforrasbol jovo fényt a kollektor és a kondenzor lencsék fokuszaljak a mintira. Az
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(b) objektiv gylijti Ossze és fokuszalja a

Objektiv
fokuszsikba a mintdan  athaladt
2a lencsék  sugarakat. Igy nagyitott képet allit elé
—_ a mintarél. Ez a kép akar direkt
@ minta moédon is detektalhato. Altaldban ezt a
<===="-'—"/m képet az objektiv  fokuszsikjaba
(©) okular fokuszalt szemlencse (okular)
S V segitségével tovabb nagyitjuk. A
szemlencse  Osszegyljti a  mar

prizma

nagyitott képrdl érkezé sugarakat és
az emberi szem vagy a fotolemez
sikjaba  wvetiti. = A kiilonbdzd
— objektiv diafragmak (latotérhatarolok) és rések
a mintdra érkezd és az abbol az

észleldig eljutd fény egyenletes

kondenzor eloszlasat és élesen hatarolt latoteret

biztositanak Az optikai lekézpezés

egyik fontos paramétere a mintarol

9 érkez6 fénysugar fél nyilasszoge o
(2.b abra).

A mikroszkopot altaldban két fontos paraméter jellemzi. Az egyik a teljes nagyitas,
amely az egyes lencsék nagyitasanak
2. abra szorzatabol kaphaté meg. A masik,

talan ett6l is fontosabb jellemzé a mikroszkop feloldoképessége, két kozel levd pont

0.614

Nsina
megkiilonboztetése. A  mikroszkop felbontasa egyenlé D-vel, a két még

D=

megkiilonbdztethetd pont tavolsagaval. A kisebb szam nagyobb feloldasra utal. A D

szam harom paraméter fiiggvényeként irhaté fel. Az apertiraszég a, vagy mas néven a

mintara érkezé fénysugar nyilasszogének fele, a lencse és a minta kdzott levo kdzeg

torésmutatdja N és az alkalmazott fény hullamhosszanak A a fiiggvénye.

A felbontas novelése az alkalmazott fény hullamhosszanak csokkentésével vagy a
torésmutatd és az apertira novelésével érhetd el. Az Nsino értéket numerikus
aperturanak nevezzik.

A torésmutatd megmutatja, hogy mennyire tériti el a kézeg a fénysugarakat. Definicio
szerint a levegd torésmutatdja N=1.0. A torésmutaté immerzios olajjal torténd novelése
az egyik lehetséges megoldas. Immerzios olaj alkalmazasaval a minta és az objektiv
kozott a torésmutatd 1.5-es értékre ndvelheté. Igy a felbontas is 1.5 szeresére né.
Ilyenkor az alkalmazott fénysugarak jobban eltériilnek ha nagyobb torésmutatoju
kozegben haladnak at. fgy kisebb feliiletré] érkezik fény az objektivhez.

Ennek ellenére a fénymikroszkop felbontési hatara 0.2 um, barmekkorara is nagyitjuk a
targyrol érkezd képet. A fénymikroszkop esetében ez azt jelenti, hogy csak azokat a
targyrészleteket lehet leképezni, amelyeknek tdvolsaga nagyobb néhany tized
mikrométernél, masképpen a targy két, ennél a tavolsidgnal kisebb tavolsagra levo
pontja nem valaszthato szét.

A felbontasi limit kiszdmolasakor sziikségiink van a legjobb objektiv aperturaszogének
értékére (sin 70°=0.94), a lathaté tartomanyban még hasznalhato kék szinti fény

hullamhosszara (1=450 nm) és az alkalmazott immerzios olaj torésmutatojara (N=1.5)

D— 0.61-450 nm
1.5-0.94

A minta és az objektiv kozott levegd esetén a fenti eredmény 292 nm koriili értéknek

=194 nm

adodik. Kézenfekvd a lehetGség, hogy a hulldmhossz tovabbi csokkentésével esetleg
jobb eredményt lehetne elérni. A problémat néhany technikai nehézség okozza. A
rontgen- vagy gammasugarak hullimhossza rovidebb, tehat kedvezébb leképezési
koriilményeket kellene nyujtaniuk, de képalkotdsra nem alkalmazhatéak, mivel
gyakorlatilag nincs szamukra megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezd torékozeg

amellyel a sugarakat fokuszalni Ilehetne. Ilyen szempontbdl elénydsebbek az

elektronsugarak.
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Az elektromos kolesonhatas tulajdonsagait kihasznalo elektronmikroszkop
(amelyet itt nem targyalunk részletesen) kidolgozasa volt egy 1épés ebbe az iranyba. Az
alkalmazott hullimtulajdonsagokkal is rendelkezd révidebb hullimhossziisaga
elektronnyalab segitségével sikeriilt, természetesen rengeteg kompromisszum aran
(minta preparaci6 nehézkes volta stb.) a feloldast novelni. Az elektronmikroszkopids
modszerek nagy, elvi hatranya a fénymikroszkopidkkal szemben, hogy a vizsgalat
rendszerint olyan preparalasi eljarasokat ¢és vizsgalati koriilményeket kovetel meg,
amelyek igen tavol allnak a természetes koriilményektdl. A vizsgalatok vakuumba
helyezett, vizmentes, vezetéanyaggal bevont mintat igényelnek. Ezek a hatranyok

halmozottan jelentkeznek biologiai, pl. sejtes rendszerek vizsgalatanal.
Faziskontraszt mikroszkop.

Az optikai technikék altalaban transzparens €16 .
-r képsik

sejtekrol szovetekrol szolgaltatnak részletes A

informaciot. Altalaban kis vastagsagbeli illetve |

torésmutatobeli kiilonbségeket alakitanak at ( fiziskoriraszt

intenzitaskiilonbségekké. Az 3. abran lathatod m & mf;:;u
faziskontraszt mikroszkop altal 1étrehozott kép a ; L ; "—:_ﬁ akadélmfir;ysugér
torésmutaté kiilonbségekbdl szarmazd '] T _objektiv
informaciét tartalmazza. A fényforrasbol érkezo k\""""w

fény el8szor egy korkords diafragman halad at > L

melynek segitségével egy gylirii alaki 2

intenzitasprofil fokuszalodik a mintara. A minta a

belsejében a kiilonboz6 torésmutatdju részeket o
elvélaszto feliileteken a fénysugar egy része ™,y
sorozatos reflexiot és torést szenved. Az N e
akadalytalanul, torést nem szenvedett fénysugar —— —";S;rkaa;:wsa
egy vastag szlirke gy{iriin halad at a fazissikon. “

A gytirii a beérkez6 fénysugar egy részét

abszorbedlja (intenzitasat csokkenti) és az | ¥

uthosszat (fazisat) negyed hullamhossznyival |

3. abra
11

megvaltoztatja. Amennyiben a mintan athaladas soran a fény diffrakciot szenved vagy
megtorik akkor ezek a sugarak a fazissik vékony, atlatszo részén haladnak at. igy a
kapott kép a kiilonb6zo fazisti megtort €s fénytérést nem szenvedett azonos intenzitast
fénysugarak dsszegz6désébol all eld.

Faziskontraszt mikroszkop segitségével nagyobb sejtalkotok vizsgalatara van lehetdség.

Fluoreszcencias mikroszkop
Sejten beliili fehérjék lokalizalasara a leghatékonyabb eszkdz a kivalasztott fehérje

képsik

/emissziés szaroé

exitacios szard gerjeszto fényforras

\

/dichroikus tiikor

‘\

gerjeszté nyalab

/ emittalt fény

objektiv
— )

/ minta

elleni specifikus antitestek és fluoreszcens mikroszkop alkalmazasa. A fluoreszcencia

4.abra

legegyszeribb megfogalmazdsa amikor egy anyag abszorbedl egy adott
hullamhosszisagi fényt (gerjesztési hullamhossz) majd kibocsat egy adott hosszabb
hullamhosszasagl de még a lathatd tartomanyon beliili sugarat. A modern fluoreszcens
mikroszkopok hasznalatakor a minta altal emittalt fény segitségével allitunk elé képet.
A fluoreszcens mikroszkop felépitése lathato a 4. abran. A sok hullamhossz komponenst

tartalmazo gerjeszt6 fény a fényforrast elhagyva egy optikai sziir6n halad at. A sz{ir6n a
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fénynek csak az altalunk kivalasztott hullamhosszisagi komponense halad tovabb.
Dikroikus tiikdr segitségével vetitjiik, majd az objektivvel fokuszaljuk a mintara,
gerjesztve vele a fluoreszcens festékkel jelolt molekuldkat. Az emittalt fluoreszcens
fény az objektiven athaladva hosszabb hulldmhossza 1évén nem reflektalodik a
dikroikus tiikron, hanem 4thalad és az emisszios tiikorre érkezve a tiikor blokkolja a
gerjesztésbol szarmazd megmaradt komponenseket. A kapott képen csak a fluoreszcens
molekulaktdl szarmazoé emittalt fluoreszcens fényt és a hattér intenzitast, az un.
autofluoreszcenciat vizsgalhatjuk. Ezt az 0Osszedllitdst mindig faziskontraszt
mikroszkoppal egylitt alakitjak ki, megkdnnyitendd a fokuszalast és a minta
beazonositasat.

Immunofluoreszcens technika alkalmazéasa soran szamos nehézséggel allunk
szemben. A struktira megérzése érdekében alkalmazott fixalds sokszor roncsolja a
fehérjéket, megvaltoztatja az antigén-antitest kotddést stb. Ezen kiviil a vékony
metszetek készitésénél alkalmazott beagyazd anyag un. autofluoreszcencidja is
befolyasolja a vizsgalt antitestektdl szarmazo specifikus jelek tulajdonsagait. Egy egész
sejt mikroszkopos vizsgalata soran a fokuszsik két oldalarél (alulrdl és feliilrdl) is
érkezik fluoreszcens fény a mintarol, igy a megfigyeld a kiillonboz6é mélységbdl érkezd,
szinte lehetetlen az aktualis haromdimenzids elrendezddésrdl barmiféle informaciot
nyerni.

A viszonylag nagy feloldasti transzmisszios elektronmikroszkopos technikdknak is
egyik nagy hatranya, hogy nagyon nehezen allithat6 el6 j6 mindségli haromdimenzids
kép. Ezeket a problémakat a mintakészités még fokozza (beagyazéds, mechanikai
szeletelés, stb.) A konvencionalis optikai mikroszkopos technikaknal ez a mintakészitési
probléma kikiiszobdlhetd, hiszen €16 sejtek dinamikus tulajdonséagai is vizsgalhatok. Az
els6 kézenfekvo probléma a felbontason tul az, hogy a vizsgalt mintateriilet magasabban
illetve mélyebben levd (fokuszon kiviil esd) részeirdl érkezd informacid csokkenti az
eloallitott kép kontrasztossagat. Ez a jelenség foként vastag mintakra érvényes.
Konfokalis Lézer Pasztdazo Mikroszkop

A vastagabb biologiai preparatumok, szovetek, sejtek vizsgalataban a Konfokalis Lézer

Péasztazdo Mikroszkop (CLSM) tudta megoldani azt a problémat, hogy a kiilonb6zo
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egymashoz kozel 1évo rétegek egyszerre torténd, Osszefolyd leképezése helyett,
optikailag ¢élesen elvalaszthatd vékony rétegekbdl kapott képeket vegyen fel, azokat
komputerben tarolja, és a vékony rétegekbdl a képeket tetszélegesen dsszerakja.

A 5. abra mutatja a pasztazas nyujtotta elonydket. A kép egyes pontjai sziik apertiiran
keresztiil, raszterpontszeriien képzddnek le. Ezzel a hagyomanyos mikroszkdpos képhez
képest keskeny, jol definialt rétegbdl nyert éles képeket lehet kapni. A komputeres
tarolasi és tjra elohivasi lehetdség azzal jar, hogy pl. adott sejt belsejébe
"betekinthetiink", anélkiil, hogy azt elmetszenénk.

A 1ézersugar kozvetleniil a mintara fokuszalt, egy pasztazod rendszer és egy nagy
numerikus aperturdju lencse segitségével. A pasztazod lézersugar altal gerjesztett
fluoreszcens fény a tér .

lézer detektor
szorédik. Ennek a @ , fénynek egy része

az objektiv lencse altal

minden iranyaba

Osszegyljtodik és

x_—V| Pasztazas ~ apertura
- egy féligateresztd

@ detektorra. A
1)

igy visszajut a pasztazo

rendszerbe majd onnan
tiikor segitségével jut a

lencse fokuszaban levd helyrél  érkez6

nyaldb a  gerjesztd fénnyel  azonos

aton ellentétes _ . iranyban halad a
minta

nyaldbosztd iranyaba. A nyaldbosztd és

a detektor koze S.abra helyezett apré

lyuk csak ezt a nyaldbot engedi

at a detektor felé. A fokuszon kiviil esO fluoreszcens fény (szaggatott vonal) nem jut el a
detektorig ebben a rendszerben, novelve ezzel a kontrasztot. Ez esetben a sugarak
fokuszpontja valahol az apertira mogott van, 1d. 5. dbra. A kétdimenzids képi
abrazolashoz a 1ézer egy adott teriiletet pasztaz végig és az indukalt fluoreszcens fény
detektalodik és konvertalodik vided jellé, ami a képernyén megjelenik. A 1ézer
jelentésége abbol fakad, hogy a keskeny aperturan (gyakorlatilag pm nagysagrendi
atmérdjii lyuk; pinhole) athaladé fénysugdr intenzitasa igen legyengiil. A lézerfény
intenzitasa azonban még ekkor is elegend6 ahhoz, hogy elektronikusan értékelhetd jelet

kapjunk. A kép nyilvan annal €lesebb, minél kisebb a fénypont szétteriilése. A modern
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nagyteljesitményti asztali szamitogépek ugyancsak hozzajarultak ahhoz, hogy a
Davidovitz és munkatarsai altal 1969-ben megkonstrualt CLSM elterjedjen €s valoban
igen jol hasznalhat6 késziilékké valjon. A kiindulé pont Nomarski (1955) differencialis
faziskontraszt optikai mikroszképja volt, ami a Zernike féle hagyomanyos
faziskontraszt mikroszkopot jelentdsen felillmilta abban, hogy az optikai "késleltetés"
mértékét regisztralta pontonként.

Az igazi differencia a CLSM javara az, hogy a reflektalt, vagy athalad6 fénysugarakat
optikai lencse fokuszalja a kimend apertiirara, mieldtt egy fotodetektor érzékeli. Ezzel a
fokusznak a mélysége nagymértékben csokken, ami a konfokalitisnak a feltétele. fgy
csak azonos keskeny rétegbdl szarmazo sugarak jutnak az egy pasztazasi mezo altal
kialakitott képre. Tehat az elv egyszerli és lényegében a késziilék alig valamivel
bonyolultabb, mint a hagyomanyos optikai mikroszkoép, mégis forradalmasitotta az 4j

bioldgiai ismeretek szerzésének lehetdségeit.
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