SZAKDOLGOZAT

Réder Dalma
GO5UST
2015



Nyugat-magyarorszagi Egyetem
Savaria Egyetemi K6zpont
Természettudomanyi és Miiszaki Kar

Matematika, Fizika és Muszaki Intézet

Optikai eszkozok a biologiaban

Konzulens: Dr. Molnar Péter Készitette: Réder Dalma
Egyetemi docens GO5UST
Nyugat-magyarorszagi Egyetem Fizika BSc

Természettudomanyi és Miiszaki Kar

Biologia Intézet, Allattani tanszék

Szombathely, 2015



Tartalomjegyzék

1 BOVEZELES et )
2 CIKItZES. ..ot 6
3 Irodalmi AtteKINtes .......occiiiiiiiiiiiiiii i 7
3.1 A fény kolcsonhatésa a biologiai szovetmintakkal ...........cccocevviviiiiinnns 7
3.1.1  SpektroszkOpia alapjai ......ccceevveiiiiiiiiiiieiiiie e 7
3.1.2  MolekulaspeKtroSzKOpia ...........ceviiiiiieniiniiiiieiecesee e 9
3.1.3  FENYSZOTOUAS.....ocvviiiiiiiiiciiiceeee e 9
3.14  Fluoreszcencia €s fluoreszcens festés, jelO1Es........ccoovrivniiiirnnnnn. 11
3.15  Atlatszo szovetek mikroszkopiaja, kontrasztos kiemelések............ 12
3.1.6  Szodvetek nemlinearis optikai tulajdonsagai...........ccccvvveriiiirnennn. 13
3.1.7  Anyagok manipuldlasa fénnyel............cccocooiiiiiiiiiiii 13

3.2 Klasszikus optikai modszerek a bioldgidban............cccoooviiiiiiiiiicnnne 14
3.2.1  MIKIOSZKOPIA .vvviiiiiiiiiiiii it 14
3.2.2  Kontrasztos Kiemel€sek..........cooivriiiiiiiiiiiiciie e 15
3.2.3  Epifluoreszcens mikroSzKOp ........ccovvveviiiiiiiiiiiciieeese e 19
3.24  Konfokdlis MiKroSZKOP .....ccovveiviiiiiiiiiicseee e 22
3.25  Multifoton mikroSZKOPIa.........ccovvveiieiiiiiiieiesc e 24
3.2.6  Molekulak kozti kapcsolatok felderitése fluoreszcens modszerrel. 25
3.2.7  KalCium iMaging ......cceeeeieieeie et 27
3.2.8  Membranpotencidl 1eKE€pezese .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiic e, 29
3.2.9  Optikai médszerek a molekularis biologiaban............c.ccoevviiinennn. 30
3.2.10 Enzim aktivitds mérés- szines reakCiok ...........cccvviviiiiniiniinnnnn, 32
3.2.11  OptiKai CSIPESZEK ....ovvieiieiiiiiieeee e 33

3.3 A hatarok kitolasa, forradalmian 10j optikai modszerek a bioldgiaban... 35

A MOASZETEK ... .eiiiiiiiieie e 38
4.1  Sejthaldl nyomon KOVELESE ........cvvvireirriiiieiiciee e 38
4.1.1  El8- és halott sejtek Kimutatasa..........cc.co.evrrrrrrcereeereerersresennnan, 38
4.1.2  Metabolikus aktivitds MEr€Se ........ccovvvrrriiiiiiiiiiiiiiieeiec e 39
4.1.3  SEJtJEIOIES v 40
4.1.4  Time |apse MICIOSCOPY ..veevvveeireeiieeirieiieeieesieesie e sre et 41

S Eredmények ........cocciiiiiiiiiiii 42



6
7
8

IMEEVITALAS ...eevvveeietieesitie ettt ettt st s e e e st e e st e e b e e e nnb e e s breeans
KOSZONENYIIVANTEAS .....eeiiiiiiiiiie i

Irodalomje@YZEK .......ocviiiiiiiii e



1 Bevezetés

A latas taldn a legfontosabb érzékszerviink, hiszen a kdrnyezetiinkbdl szarmazo
informéci6 80 szdzaléka ezen az iton keresztiil jut el hozzank. Nem véletlen tehat,
hogy a mai napig a legkedveltebb és legtobb informaciot ado vizsgalati modszerek
az optikai képalkotod eljarasok. Az elektroméagneses hullamok széles korben
felhasznalhatéak az anyag tulajdonsagainak (kémiai, bioldgiai, fizikai)

vizsgélatara.

Kivancsisagunk miatt jobban meg akartuk ismerni a makroszkopikus dolgok
kisebb, aprobb alkotdit és meg akartuk vizsgalni a szabad szemmel nem lathatd
¢l6lényeket, épitdelemeket. Ehhez azonban mar kellettek bizonyos eszkozok,
amelyek segitettek lathatova tenni a ,lathatatlant”. Az elsé mikroszkdp
megalkotasa 6ta a hihetetleniil gyorsan fejlodé tudomany megkoveteli a fejlettebb,
jobb nagyitasu és felbontasu képalkoto eszkozoket, amelyeket a technika rohamos
fejlodésével meg is lehet valositani. Ahogy a kutatasok egyre szerteagazobb

témajhak, ugy lehet egyre specialisabb miiszereket épiteni.

Szakdolgozatomban a bioldgiai modszerek és a hozza hasznalt optikai eszk6zok

fejlédését fogom nyomon kdvetni.



2 Célkitizés
e A biologidban alkalmazott optikai mddszerek, azok mukodési elveinek
bemutatasa kiilonos tekintettel a fluoreszcens modszerekre.
e A témahoz kapcsolddo irodalom felkutatasa €s attekintése.
e A napjainkban hasznalt legfontosabb biologiai optikai leképezési
modszerek valamint a kozeljovoben varhato fejlesztések bemutatésa.
e N¢hany alapveté mddszer hasznalatdnak gyakorlati bemutatasa €s a kapott

eredmények kiértékelése.



3 Irodalmi attekintés

3.1 A fény kolcsOnhatasa a biologiai szovetmintakkal
A bioloégiai szoveteket fénnyel vald kolcsonhatasuk esetén elnyeld és szorod

kozegeknek tekintjiik. Taldlkozasuk sordn optikai és termikus reakciok jatszodnak
le. Amikor a fényt alkoto részecskék, a fotonok elérik a szovetmintat, a kovetkezd
esetek lehetségesek. Egyes fotonok visszaverddhetnek a feliiletrol Fresnel
torvényei szerint. Am a fotonok tobbsége belép a sejtek, szovetek belsejébe és itt
kiilonféle eseményeket valt ki. Elnyelddhet és ekkor hé, valamilyen kémiai reakcio
vagy fluoreszcens sugarzas formajaban hasznosulhat. A fotonok szoérédhatnak
egyes molekulakon, ekkor haladasuk iranya megvaltozik. Harmadik esetben, a
fotonok anélkiil, hogy barminek iitkoznének, vagy elnyelddnének, 4thaladnak a
mintdn és a tuls6 oldalon tavoznak. Ezeket nevezziik ballisztikus fotonoknak.

(BME 285: Introduction to Biomedical Optics, 2015.)

A szovetek fénnyel torténd vizsgalatainak, eredményeinek értelmezéséhez
ismerniink kell a mintdk elnyelési és szorodasi tulajdonsagait a hulldmhossz
fiiggvényében. 2013-as publikacidjaban Jacques dsszefoglalja azokat a formulékat,
amelyekbdl megtudhatjuk az egyes sejt- és szovettipusokban fellelhetd
chromophore-ok abszorpcios sajatossagait, valamint ezeknek a mintaknak a szorasi
paramétereit. Cikkében leirja azt is, hogy egy altalanos szoveti minta
felhasznalasaval hogyan lehet modellezni egy valds szovet varhato tulajdonsagait.

(Jacques, 2013)

A sejt- és szovetmintak fénnyel vald tanulmanyozasahoz azért is sziikséges a
vizsgalandd mintak €s a vizsgalat céljabol hasznalt fény tulajdonsagainak ismerete,
hogy megtervezhessiik €¢s megalkothassuk az ujabb, korszerlibb és megfeleldbb
megfigyelési modszereket és eszkozoket. Ezeket a technikékat és késziilékeket ugy
kell kifejleszteni, hogy ne tegyenek kart a mintdkban, ugyanakkor képesek

legyenek az apro részleteket értékelhetové tenni.

3.1.1 Spektroszkopia alapjai
Spektroszkopianak nevezziik azt, amikor egy mddszerrel gy gytjtiink informaciot
valamirél, hogy a kisugdrzott szinképét, spektrumét tanulmanyozzuk. A

spektroszkopia fogalmat Arthur Schuster hasznalta eldszor 1882-ben.



A spektroszkopia tudomanyahoz tartozé modszerek rendkiviil szerteagazoak, igy

csoportositasuk tobbféleképpen torténhet.

1. A kolcsonhatasban részt vevo sugarzott energia tipusa szerint:

Elektromagneses sugarzas: ez volt az elsd energiaforras, amit
spektroszkopidhoz hasznaltak. Tobb csoportjat kiilonboztetjiik meg a
spektrum  hulldmhossza alapjan: mikrohullamu-, terahertzes-,
infravoros-, kozeli infravoros-, lathato-, ultraibolya-, rontgen- és gamma
spektroszkopia. A biologiai vizsgalatok soran foleg az elektromagneses
sugarzast hasznaljak.

Részecskesugadrzas: a deBroglie szerint az anyaghullimokban a
részecskék hulliamhossza meghatarozhato a kinetikus energiajukbol.
Akusztikus spektroszkopia: nyomashullamok sugarzé energiaja.
Mechanikai moddszerekkel egyes szilard anyagok fel¢ sugarzéssal

kozolhetiink energiat.

2. A kolcsonhatas tipusa szerint:

abszorpcios spektroszkopia (az anyag elnyeli az energiat)

emisszios spektroszkopia (az anyag sugaroz ki energidt a kornyezetébe)
rugalmas szoréds/reflexidés spektroszkopia (a beérezd sugarzas
visszaverddik vagy szorodik az anyag miatt)

impedancia spektroszkopia (a kozeg ellenallasaval lassitja az energia
rajta valo athaladasat)

rugalmatlan szoras (a sugarzas ¢s az anyag kozotti energia csere miatt a
sugarzas hulldmhossza megvaltozik)

rezonancia spektroszkopia (a sugarzo energia Osszekapcsol két

kvantumallapotot az anyagban)

3. A kolcsonhatasban részt vevo anyag tipusa szerint:

e Atomok spektroszkopiaja: minden atom rendelkezik egy sajat, csak
rd jellemzd spektrummal, igy ezzel a vizsgdlati mddszerrel meg
lehet hatdrozni kiilonbdz0 anyagok elemi Osszetételét, valamint
ezzel a modszerrel fedezte fel Robert Bunsen és Gustav Kirchhoff

1860-ban a céziumot, majd egy évvel késébb a rubidiumot.



e Molekuldk spektroszkopiaja: az atomok kiilonféle kombinacidibol
allo molekulak vizsgalata. Ugy, mint az egyes atomoknak, a
molekulaknak is megvannak az egyedi spektrumaik.

o Kristalyok ¢és kiterjedt anyagok spektroszkopidja: a kiilonbozo
atomokbol és molekulakbol kialakulé kristalyoknak és anyagoknak
szamos, nagyobb siiriségli energetikai allapotaik vannak, amely
stiriség miatt a spektrumaik gyengébbek lesznek és kevésbé
elkiilonithetéek egymastol.

e Nukleonok spektroszkopidja: a nukleonoknak is megvannak a
kiilonféle energiaallapotaik. A nuklearis spinek allapotait az NMR
spektroszkopia segitségével kiilonithetjiik el. (Angol Wikipedia,
2015.)

3.1.2 Molekulaspektroszkdpia

A bioldgidban féleg a molekula spektroszkopiai moddszereket hasznéljuk
ismereteink gyarapitdsdhoz. Ahhoz, hogy megértsiik az él6 rendszerek miikodését,
mikromolekularis és makromolekularis szinten kell végezniink vizsgalatainkat,
amelyekhez megfeleld a spektroszkopia tudoméanya. Am a vizsgélat igy sem lehet
akadalymentes, hiszen a bioldgiai rendszerek rendkiviili bonyolultsaga és aprd

mérete kihivasok elé allitja a kutatokat.

Az €16 szervezetek spektroszkopiai modszerekkel valo vizsgalatanak harom
alapvet0 tipusarol (abszorpcid, emisszio és diffrakcio) és ezek korlatairdl Schultz
2008-as munkajaban olvashatunk. Az egyik legfobb nehézség az, hogy ezek az €16
rendszerek jelentds méretbeli skalan mozognak, méterestél a pikométeres
tartomanyban, igy az eszkoz érzékenységét nehéz beallitani. A masik probléma az,
hogy nagyon komplexek a rendszerek és a megfigyelési technikak nem képesek a
szelekciora a sok alkotoelem koziil. A mai technika megengedi a molekulaszintii
megfigyeléseket, de a Vvizsgalatok soran nem tudunk minden informaciot

megszerezni. (Schultz, 2008)

3.1.3 Fényszérodas
A szovetek felépitését, szerkezetét sejt- és sejt alatti szinten a mintara iranyuld fény

szorodasaval feltérképezhetjiik. A szdvetek inhomogenitasdt okozd kiillonbozd



sejteken és sejtalkotokon sajatosan szorodik a fény. Ezekbdl a jellemzd
tulajdonsagokbdl, mint példaul a szorodas szoge vagy a polarizacid, kovetkeztetni

tudunk a vizsgalt minta mikroszkopikus és makroszkopikus felépitésére.

A fényszorodast kivalto litkozés lehet rugalmas vagy rugalmatlan. Rugalmas
sz6rodas esetén a foton energidja a szord kozeg elektronjait gerjesztett allapotba
hozza, majd visszatérnek alapallapotba. Ezt a folyamatot Rayleigh-féle
szorédasnak nevezziik, amely gyakori a lathatdé ¢és a kozeli infravoros
tartomanyban. A rugalmas szorodassal lehet in vivo vizsgalatokat végezni.

(Boustany, Boppart, & Backman, 2010)

Rugalmatlan sz6r6das esetén a foton energidja nem konzervalodik. Ezen szorodési
folyamat alkalmazasai a biologiai vizsgalatokban a fluoreszcens-, foszforeszcens-
¢s Raman szoérodéas. A foszforeszcens szorddas sordn a minta elektronjai egy
metastabil gerjesztett allapotba keriilnek, ahonnan azonban nagyon kis eséllyel
képesek visszajutni alapallapotba. Mivel ez a metastabil allapot alacsonyabb
energiaszintli, mint az elsé gerjesztett allapot, igy a kisugarzott fény hullimhossza
joval nagyobb, mint fluoreszcencia esetén €s a kibocsajtott fény intenzitasa joval
kisebb. Ez a folyamat 10°-10 s-os nagysagrend alatt lezajlik. A Raman szérédasnak
két fajtaja létezik. Stokes Raman szorodas soran az emittalt foton kevesebb
energiaval rendelkezik, mint a gerjesztd foton. Anti-Stokes Raman szorodas esetén
viszont a kibocsgjtott fotonnak nagyobb energidja van, mint a gerjesztd fotonnak.
A Raman szorodds azonban nagyon kis valdszinliséggel kovetkezik be, am
jellegzetes keskeny spektralis vonalai miatt jo potencidlis vizsgalati modszer az

orvosbiologiaban. (Boas, Pitris, Ramanujam 2011)
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Jablonski- diagram: megmutatja a molekulak elektronikus allapotait és az
egyes allapotok kozotti atmeneteket.

(Forras: https://www.uam.es/docencia/quimcursos/Scimedia/chem-
ed/quantum/jablonsk.htm)

3.1.4 Fluoreszcencia ¢és fluoreszcens festés, jelolés

A fluoreszcencia a rugalmatlan szorddas egyik fajtaja. A folyamat soran a fotonnal
valo litkdzés altal gerjesztett elektron az energidja egy részét hd, masik részét fény
formajaban sugarozza ki, mikdzben visszatér alapallapotaba. Ebben az esetben a

kisugarzott fény hullamhossza mindig nagyobb, mint a beérkezd fényé.

Vannak molekuldk, amelyek képesek fluoreszkalasra. Ezeket fluoreszcens
molekulaknak, fluoreszcens festékeknek vagy fluorkromoknak nevezziik. Azonban
vannak olyan molekuldk, amelyek kiils6é behatasok nélkiill nem képesek a
fluoreszcenciara egyes vizsgalatokhoz viszont ez sziikséges lenne. Ilyenkor ezeket
a molekulakat fluorkromokkal vagy fluoreszcens festékekkel megjel6lhetiink.
(Lichtman & Conchello, 2005)

A fluoreszcenciara képes molekuldk nem véglegesen nyelik el a fényt, hanem
kibocsajtjak a fotonokat egy bizonyos hullamhossztartomanyban. Minden
fluorokromnak megvan a jellemzd excitacids spektruma, amelynek egy vagy tobb

excitaciés maximuma van. Itt a legoptimalisabb a fény abszorpcidja. Az

11



abszorpcids €s excitacios spektrumok néha atfedésbe keriilnek, de a fluoreszcein és
mas festékek esetén jol elkiilonithetdek. Ez azért fontos, mert a sejt jeloléses
vizsgalatok soran, ha tobbféle fluorokromot €s festéket hasznalunk ugyanazon
mintan beliil, el kell tudnunk kiiloniteni egymastol az egyes tipusokat. A gerjesztett
festék molekulak emittalt fénye a nagyobb hullamhossz tartomanyaban lesz (ez az
emisszids spektrum), még akkor is, ha a gerjesztd fény monokromatikus. Az
excitacios €és emisszios spektrumok és maximumok kozti kiilonbség a Stokes-

eltolodassal magyarazhat6. (Murphy, 2001)

A fluoreszcens jelolés azért kitiind a mikroszkopiai vizsgalatok soran, mert a
festékek nem az egész mintat, hanem csak a megfigyelni kivant jeleket, alkotokat
emelik ki a hattérbol. Ezen szelektivitasi tulajdonsaga miatt nagyon népszertivé valt
a vizsgalati médszerek korében. Igy az elmult néhany évtized alatt tobb ezer ilyen

protokollt dolgoztak ki. (Lichtman & Conchello, 2005)

Az ¢él0 szervezetek mikodésével kapcsolatos ismereteink gyarapitasaban a
fluoreszcens jelolés nagy segitséget nytjt. Ennek a modszernek az alkalmazéasaval
nem Kell elpusztitanunk az €16 rendszereket, hiszen lehetévé teszi az in vivo
vizsgalatokat. A tudosoknak, akik azon dolgoznak, hogy az egyes sejtek,
alkotoelemek hogyan veszik fel, dolgozzak fel és adjak tovabb a beérkezd jeleket
egymasnak, segitségiikre lehet a fluoreszcens fehérjével vald vizsgalat.
(Lippincott-Schwartz, 2011; Zhu, Song, Wang, & Bai, 2008) Fluoreszcens festékek
hasznalataval ma mar olyan adatokat tudnak monitorozni a sejtbioldgusok, mint a
pH, Ca?*, Na*, K*, Mg?*, CI" koncentracié és szamos enzim aktivitasat. (Ivins,

Clark, & Fraser, 1993)

3.1.5 Atlatsz6 szovetek mikroszkopidja, kontrasztos kiemelések

A fénymikroszkopos vizsgalatokat megnehezitették az wgynevezett atlatszo
anyagok, mivel e mintadk képeiben nagyon kicsi volt a kontraszt. Az is probléma
veliikk, hogy olyan fazis eltoloddsokat okoznak a veliikk kdlcsonhatdsban 1évo
fénysugarnal fényszorodas vagy fényelhajlas soran, amiket az emberi szem nem
képes érzékelni. llyenek lehetnek példaul a sejtek, mikroorganizmusok, vékony
szoveti mintak, kenetek vagy a sejtalkotok. Az efféle mintakat kiilonféle

kontrasztos kiemelésekkel tudjuk vizsgalni. Ide tartozik a fazis kontraszt

12



mikroszkopia, a sotét latdteri mikroszkopia, differencial interferencia kontraszt
(DIC) mikroszkopia és Hoffmann modulacios kontraszt mikroszkopia. (Murphy
2001)

3.1.6 Szovetek nemlinearis optikai tulajdonsagai

A mintdk vizsgéalata soran hasznalhatunk nem linearis modszereket is, a
legismertebb példaul a multifoton excitacidos mikroszkopia. Ilyenkor figyelembe
kell venniink a szovetek nemlinedris optikai tulajdonsagait. Az erésen fényszoro
szovetek mélyebb tartomanyaibol nem lehet nagy felbontdsu képet alkotni a
hagyomanyos mikroszkopokkal. A nemlinearis optikai mikroszkopokkal,
kiilonosen a két foton excitacidés mikroszkoppal, ez a korlat feloldhatd. A modszer
kifejezetten a szovetek azon tulajdonsagan alapul, hogy az egyes molekulak

tobbszorosen szorjak a fotonokat. (Fritjof Helmchen & Denk, 2005)

3.1.7 Anyagok manipuléalasa fénnyel

A biologiai, kémiai, fizikai anyagokat nem csak megfigyelhetjiik, hanem a
szerkezetiiket befolyadsolhatjuk is. Ez igy van mikroszkopikus, s6t nanoszkopikus
szinten is. A manipuldciét tobbféle modszerrel végezhetjiik: pasztazd proba
mikroszkdpokkal (atomi erd- és pasztazo alagut effektus mikroszkdp) vagy a mezo
gradiens csapdak (optikai csipeszek, magneses csipeszek, dielektroforetikus
csapdak). A biologiai mintdk, sejtek, sejtalkotok manipulalast nagyrészt optikai

modszerekkel végzik.

Kozel 30 évvel ezel6tt Arthur Ashkin megfigyelte, hogy a nem fokuszalt 1ézer sugar
a centrumahoz vonta a nagy torésmutatoju targyakat a mintabol és huzta magaval a
haladas iranyaba. Tovabba felfedezte azt is, hogy két mas-mas terjedési iranyu
nyalab képes harom dimenzios csapdaba ejteni sejteket. Késébbi vizsgalata soran
rajott arra, hogy egy kis teriiletre fokuszalt 1ézernyalab térben hatarok kozé tud
szoritani egy apro dielektromos részecskét és kimozditani azt a helyérdl. Ezt a
technikat elnevezte optikai csipesznek. Ezzel a modszerrel képes volt kiemelni
majd athelyezni egyik helyrdl a masikra atomokat, molekuldkat és sejteket is.

(Molloy, Padgett 2002)

A fizikai, biologiai és orvosbioldgiai vizsgalatok szempontjabol ez nagy eldrelépés

volt, hiszen Ashkin technikdjédval kiilon vizsgalhattak egyes atomokat,
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molekuldkat, egyes sejteket, sejt rendszereket emelhettek ki anélkiil a
kornyezetiikbdl, hogy barmilyen sériilés érte volna azokat. J6 eszkdz volt arra is,
hogy biologusok konnyebben vizsgalhassak a baktériumok flagellumainak
tulajdonsagait (Block, Blair, & Berg, 1989), elfogjanak baktériumokat és virusokat
(Ashkin & Dziedzic, 1987), manipulalhassanak sejteket (Ashkin, Dziedzic, &
Yamane, 1987) és sejtalkotokat (Ashkin & Dziedzic, 1989), megmérhessék a
motorfehérjék altal kifejtett erbket (Simmons, Finer, Chu, & Spudich, 1996) és a
DNS szalak nyulasat (Wang, Yin, Landick, Gelles, & Block, 1997).

3.2 Klasszikus optikai mddszerek a biologidban
Az elmult évek soran a biologiai rendszerek kiilon agga ndtték ki magukat az utobbi

évtizedekben. Ebben nagy szerepet jatszottak a képalkoté modszerek, amelyeknek
segitségével az elméleti feltevések megerdsitésre vagy cafoldsra jutottak a
gyakorlatban. A képalkot6 moddszereknek tobb csoportja van, példaul a
mikroszkopia, ultrahang, CT, MRI, PET (Kherlopian et al., 2008). Az alabbiakban a

klasszikus optikai modszereket és eszkdzoket fogom részletezni.

3.2.1 Mikroszkdpia

A mikroszkdpia alapjai mar az Okorban megsziilettek, amikor rajottek, hogy
kiilonboz6 csiszolt kristalyokon keresztiil tekintve a kisebb targyak nagyobbaknak
latszanak. Az els6 mikroszkop megsziiletésére még varni kellett a XVII. szazadig.
Innentél kezdve a mikroszkopia fejlédése és a sejtbiologia szorosan
Osszekapcsolodtak. Ez az eszkoz azért ért el ilyen sikereket a kutatok korében, mert
a jobb képfelbontas segitségével kettd vagy tobb, egymashoz nagyon kézeli dolgot
meg tudtak kiilonboztetni, a hatterében el tudtak kiiloniteni kisebb egybefiiggd
régiokat és lathatova tette a szabad szemnek lathatatlanul apr6 dolgokat. Az emberi
szem felbontoképessége 10* m-es nagysagrend ala nem terjed ki. A
mikroszkopokkal viszont 107 m-tél, akar a 101° m-es nagysagrendekben 1évo
targyakat is képesek vagyunk vizsgalni. Nagyon sok felfedezést és eredményt
sikeriilt elérni a mikroszkopok hasznalataval onnantol kezdve, hogy Zaccharias

Jenssen és Hans Janssen megalkottak az els6 mikroszkopot. (Masters, 2008.)

Mivel a mikroszkopia nagy elterjedtsége €s fejlodése miatt rengeteg j €s régi

technika létezik, rengeteg metddus koziil tudnank valasztani. Az aldbbiakban
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azokat a vizsgélati eszkozoket €s modszereket foglalom Ossze, amelyeket a

molekularis biolégiaban hasznalunk.

3.2.2 Kontrasztos kiemelések

A kontrasztos kiemeléseket, olyan esetekben hasznaljuk, amikor a vizsgélati targy
valamilyen tulajdonsdga miatt nem tinik ki a kornyezetébdl, igy
fénymikroszkopokkal a megfigyelésiik nem lehetséges. Tobb féle ilyen modszer is

1étezik, de ezek koziil én csak néhanyat emelek ki.

A fazis kontraszt mikroszkopia soran azokat a mintakat vizsgaljuk, amelyek a fehér
fényt nem nyelik el, hanem elhajlitjak ezaltal faziseltolodast okoznak. Erre a
problémara Frits Zernike alkotott meg egy moddszert az 1930-as években, majd
1936-ban a Zeiss bemutatta az elv alapjan felépitett késziiléket. Zernike az 4j

technika kidolgozasaért 1953-ban fizikai Nobel-dijat kapott.

A mikroszkop a vizsgalt targy altal okozott elhajlast atalakitja a képben 1évo
intenzitas kiilonbségekké. Igy a képen lathatova véalnak a kiilonbozd alkotok. A
beérkezd fénysugar a mintéat elérve két titon halad tovabb. Az egyik komponens
nem tériil el, hanem athalad a mintén, anélkiil, hogy kdlcsonhatasba 1épne vele. A
masik hullam elhajlik, és tobb iranyba szorodik, minek kovetkeztében faziskésést
szenved. Ezt a két hullamot a mikroszkdp objektivének lencsé€je Osszegytijti €s
fokuszalja a kép sikjadban, ahol interferencia (erdsités vagy kioltas) 1ép fel. A

faziskésést okozo helyen a kép kontrasztosabb lesz, mint kornyezetében.

Az eszkoznek két fontos alkotoelemre van sziiksége ahhoz, hogy a kontrasztos
képet létre tudja hozni. Kell egy gylirlidiafragma a kondenzor apertirajara erdsitve,
amely egy sotét lapbdl és egy atlatszo korgytirlibdl all, igy a targyat egy kor alakt
fénysugar vilagitja meg. A diffrakcidés sikban (az objektiv hatso fokuszponti
sikjdban) a tovabb halado6 és az eltériilt sugarak elvalnak egymastol. A ketté valt
nyalabok fazisat és amplitddojat igy kiilon-kilon tudjuk valtoztatni. Kell egy
fazislemez is, amely egyes fazis kontraszt objektivekben egy fény elnyeld fém
bevonatl, maratott iiveggyiiriib6l késziilt, amely az eltéritetlen hullam fazisat A/4-
gyel eltolja és 70-75%-kal csokkenti az intenzitasat. Igy a minta altal okozott
interferencia utan keletkezett képen az egyes pontok intenzitasanak kiilonbségeit az

emberi szem mar képes érzékelni a mikroszkopon keresztiil.
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Pozitiv fazis kontraszt esetén az elhajlitott hullam fazisa késik a tovabb halado
hulliméhoz képest. Igy példaul azokat a sejtes alkotokat, amelyeknek a
térésmutatoja magasabb, mint az 6ket koriilvevd kozegé sotétebb képként latjuk,
amely targyak torésmutatdja alacsonyabb, mint a médiumé, azokat pedig
vilagosabbnak latjuk. Lehetséges az optikai rendszerrel negativ fazis kontrasztot is
l1étrehozni. Ekkor a tovabbhaladé hullam fazisa késik az elhajlitott hulliaméhoz

képest. A magasabb torésmutatdja alkotok vildgosnak latszanak a sziirke hattérben.
Phase Contrast Microscope Configuration

""" knage ‘ Digital

Plane g oty

—Diffracted . System
Uigh Al

Direct
(Surround) =—— Observation i Transmitted
Light = _ | | Light
o= Biological

Microscope

(=Y
Objectlve{ || ‘
(©

Specimen— \/

A Phase
NV Plate
Condenser @
- ~. -
e 2
ondenser
Figure 1 i L

A fazis kontraszt mikroszkop felépitése és benne a fény
haladésanak utja (Forras:
http://mafihe.hu/~wiki/wiki/index.php/Mint%C3%A1lzat_2.%
C3%B3ra)

A sotét latoterli mikroszkopia nem sokban tér el az el6z6t6l. Ebben az esetben a
targy megvilagitdsa olyan szogben torténik, hogy az objektivbe csak az a
komponens keriil be, amelyik eltériil a megvilagitott mintan, az iranyvaltoztatas
nélkiil tovabbhaladé fénysugar pedig nem. Igy a hattér megvilagitatlan, s6tét marad,
benne a mintat alkotd elemek viszont csillogban vildgitanak. A hatranya is éppen

ebben rejlik, hiszen a csillogas miatt a felszin alatti rész nem vizsgélhato.
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Darkfield Microscope Optical Configurations
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A sotét latoterti (dark field) mikroszkop optikajanak felépitése €s benne a fény
haladésanak utja

(Forras: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/contrast.html)

Differencial interferencia kontraszt (DIC- Differential Interference Contrast)
mikroszkdpia esetén a mintat egy egymashoz kozeli, koherens fénysugar parral
vilagitjak meg. Ha a nyalabok a mintanak olyan részén haladnak at, ahol valtoz6 a
torési index vagy a vastagsag vagy mindkettd, akkor kiilonbség lesz a sugarak altal
megtett utak hossza kozott és ez a képen megjelené amplitado valtozast okoz. A
differencialis interferencia a két hulldm kozott erés kontrasztos mintat eredményez
a targy és az azt koriilevé kozeg hataran. A modszerhez felhasznalt polarizalt
fénysugarakat egy specidlis nyalab hasité prizméval, tigynevezett Wollaston-
prizmaval generaljak, majd egyesitik. Ez a technika nagyon hasonlé a fazis
kontraszt mikroszkopiahoz, am egy fontos kiilonbség mégis van. Habar mindkettd
esetében a fénysugarak relativ fazis kiilonbsége szdmit, a fazis kontraszt soran az
amplitddé valtozas kozvetleniil az elhajlas nélkiil tovabbhaladd és az eltéritett
sugarak optikai utjanak kiilonbségébdl adodik, a DIC soran pedig az optikai
utkiilonbség gorbéjének a derivaltjabol adodik.
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A modszerhez tartoz6 optika mar a legtobb kutatési célra hasznalt mikroszkophoz
elérhetd. Az eszkdz felépitéséhez négy lényeges elem sziikséges. Ezek a

mikroszkdp vilagitoberendezésétol a kép sikjaig sorrendben a kdvetkezok:

e Polarizator: ez a kondenzor el6tt van, sikban polarizaltta teszi a megvilagitd
fényt. A rezgés sikja a vizszintes sikban van.

e Kondenzor DIC prizma/ Wollaston I-prizma: minden beérkez6 polarizalt
fényt két nyalabba hasit (O és E sugarpar), amelyek 90°-os szoget zarnak be
egymassal és majd az interferencia rendszerben jatszanak szerepet.

e Objektiv DIC prizma/ Wollaston Il-prizma: egyesiti az egymasra merdleges
sugarnyalabokat miutan athaladtak az objektivlencsén. A prizmabdl kijovo
fény linearisan ¢€s elliptikusan polarizalt. Jelentds szerepe van a kép
megalkotasaban.

e Analizator: a rezgést atengedo sikja fliggbleges beallitottsagl. Segitségével

a megalkotott kép térhatasu lesz. (Murphy 2001.)
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A differencial interferencia kontraszt (DIC) mikroszkopon beliil a fénysugar
haladasanak Utja

(Forras: http://www.edmundoptics.com/technical-resources-
center/microscopy/optical-microscopy-application-differential-interference-
contrast/)

A Hoffmann modulacidé kontrasztos mikroszkopia a DIC mikroszkopia egyik
alternativdja. A moddszer szerint szintén polarizalt fénnyel van megvilagitva a
minta, de ebben az esetben nincsenek Wollaston prizmak. Az kondenzor elsd
apertardjaba optikai rés van beépitve, mig az objektiv hats6é aperturdjaban egy
modulétor lemez van. Ez a moduléator harom részbdl all: egy kozel attetszo rész a

lemez szélén, mellette egy félig sotét téglalap, amely csak 15%-ban engedi at a
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fényt, a harmadik rész pedig egy nagy, atlatszé zona, amely teljesen atengedi a
fényt. A kép ebben az esetben is térhatast. A képfelbontdsa és az érzékenysége
gyengébb, de alacsonyabb nagyitason jobb képet mutat, mint a DIC mikroszkop.
(Hoffman & Gross, 1975)

Principles of Hoffman Modulation Contrast
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Figure 3 (b)
A Hoffman modulécios kontraszt mikroszkop optikajanak felépitése és

képalkotasanak miikodési elve

(Forras: http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/hoffman.html)

3.2.3 Epifluoreszcens mikroszkop

Az epifluoreszcens mikroszkop a fluoreszcens mikroszkopok egy olyan fajtaja,
amelyben a gerjeszto fényforras nem a talp résznél helyezkedik el, hanem az eszkoz
objektive folott. Ez azért j6 megoldas, mert eldbbi esetben a fény kondenzoron,
targyon majd az objektiven keresztiil a vizsgidld szemébe jut, ami bizony0S
esetekben, példaul UV fénnyel torténd megvilagitas soran, karositja a szemet. Ha a
gerjesztd fényforras a mikroszkdp felsé részén van, akkor a megvilagito fény az
objektiven, a targyon keresztiilhalad, majd az eszkoz talpi részén elnyelddik, igy

nem karositva a szemet.

Az alap fluoreszcens mikroszkopot tobb ponton is modositani kellett ahhoz, hogy
megfeleld képet kapjunk a vizsgélt targyrol. A vilagitd berendezésnek és az

objektivnek a targy ugyanazon oldalan kell lennie. Be kell épiteni egy szlir6kockat
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a fényforras és a targy kozé. Ki kell valasztani a megfeleld objektivet, amely

Osszegyljti a lehetd legtobb fényt, ezaltal biztositja a j6 felbontést és a kontrasztot.

A vilagito berendezés gerjeszti a mintaban 1évo fluorokromokat. A fényforras vagy
higanyg6z-, vagy xenon gbéz lampa, vagy valamilyen 1ézer. Ehhez kapcsolodik egy
gyljtélencse, amely segit a fényt fokuszalni. Ezek egyszerre tobb
hullamhossziisagi fényt sugdroznak, am a fluorokromokat csak bizonyos
hullamhossziisagi fénnyel lehet gerjeszteni. A megfelelé fotonok kiszlrése
érdekében be kell épiteni bizonyos iivegbdl késziilt szlirbket. Harom féle sziird

1étezik aszerint, hogy milyen fényt engednek at:

e short pass filter: egy bizonyos felsé hullamhossz hatar alatt minden fotont
atenged

e long pass filter: egy bizonyos als6 hullamhossz hatar alatt engedi at a
fotonokat

e band pass filter: egy sziik tartomanyon beliil engedi csak at a fotonokat.

g Detektor
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Epifluoreszcens mikroszkopban a fény haladasanak utja (Forras:
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/SzovettaniEsSejttani
VizsgaloModszerek/ch03s09.html)
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A fényforrast kdvetd els6 szilird, az ugynevezett excitacids szlrd. Ezt a szlirét gy
kell megvalasztanunk, hogy csak azt a hullamhossz tartomanya fényt engedje 4at,
amely a fluorokromokat gerjesztett allapotba hozza. Innen az athaladé fotonok a
dikroikus tiikornek titkoznek. Ez egy specialis long pass filter, amelyen tobb rétegii
ragdzolt fém bevonat van. Ezt a bevonatot direkt bizonyos hulldmhossz
tartomanyban 1év0 fény visszaverésére vagy ateresztésére tervezték. A 45°-0S
szogben megdontott tiikorrél az alacsonyabb hullamhossza fény derékszogben
megtorve, az objektiven keresztiil a tdrgyra irdnyul. A vizsgalt mintdban 1évo
fluorokromok ekkor gerjesztett allapotba keriilnek, majd kisugarozzédk az
energiatobbletiiket fotonok formajaban. A targyrodl érkezé nagyobb hullamhosszi
fluoreszcens fény keresztiil tud haladni a dikroikus tiikkron. Miel6tt a detektorhoz
érne, még az emisszios filter kiszliri az esetlegesen a targyrol visszaverddod

gerjeszté fényt, ami zavaro jel lehet a képben. (Laszlo, 2012)

Emisszids A Excitacios
szurd szird
Dikroikus
tiikor
Reflektalt / Gerjesztofény
gerjesztofény Emittalt fény
Objektiv

Az epifluoreszcens mikroszkophoz tartoz6 sziirékocka felépitése és benne az
eltéritett fénysugarak ttja (Forras:
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/SzovettaniEsSejttaniVizsgalo
Modszerek/ch03s09.html)

Az excitacids sziirdt, a dikroikus tiikrét és az emisszios szurdt az 1960-as években
Sebastiaan Ploem beépitette egy szlirokockaba. Ez azért volt hasznos 1jitas, mert

vannak olyan fluoreszcens festékkel jelolt mintak, amelyeknek tobbféle

abszorpcids és emisszidos hullamhosszuk van és ezek vizsgédlatdhoz mdés-mas
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excitacios ¢és emisszids sziird sziikséges. Ezek kicserélését jelentdsen gyorsitja, ha
csak a kiilonbozd sziir6kockakat kell a fény utjaba beforgatni az egyes filterek

cserélgetése helyett. (Lichtman & Conchello, 2005)

3.2.4 Konfokalis mikroszkop

A fluoreszcens mikroszképok egy masik fajtdja a konfokalis mikroszkop. A
hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopok hatranya ezzel a tipussal szemben, hogy
azok a vizsgalati mintardl érkezé vilagos fluoreszcens jelek, amelyek kiviil esnek a
mikroszkop fokuszsikjan, csokkentik a kontrasztot a hattér és a minta kdzott, a kép
elkent lesz. Az elmosddast azonban nem csak az xy sik peremérdl érkezd
fénynyalabok okozzadk, hanem az xy sikkal parhuzamos, z-tengely mentén eltolt
sikokbol ered6 sugarak is. A konfokalis mikroszkdpokat tgy allitottak Gssze, hogy
ezeket a zavaro jeleket kiiktatjak. (Kellermayer, 2010)

A minta megvilagitdsa ebben az esetben is Ugy torténik, hogy a fényforras és a
detektor a targy ugyanazon oldalan helyezkednek el. A kép jobb megalkotasa
érdekében nem az egész minta, hanem csak egy pontja van megvilagitva, ez a
pasztazas. Ezzel a technikaval azt érjiik el, hogy a targy sikjanak peremérdl érkezd
nyaldbok nem homadlyositjak el a képet. Aszerint, hogy a pésztizast miként

valositjuk meg, harom féle technikat kiilonithetiink el:

e A targyasztal mozgatasa: alig hasznalatos, mivel lasst és nem pontos.
e Nipkow korong beépitése.
e A targyasztal megvilagitasa lézerrel: ez a leggyakoribb és leginkabb

elterjedt manapsag.

A forrasbol érkezé sugarak a szlir6kockan haladnak keresztiil, ami ugyanolyan
felépitésii, mint a leképezésen alapuld fluoreszcens mikroszképoké. Egy fontos
ujitott pontja ennek az eszkoznek a konfokalis apertira. Ez a rész azt a célt
szolgalja, hogy a mintabol érkezd fluoreszcens fotonokat megsziirje. Csak azokat

engedi tovabb a detektorba, amelyek a fokuszsikbol erednek é€s a tobbit kitakarja.

A konfokalis mikroszkopoknak tobb tipusa 1étezik:
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Tandem pasztazé mikroszkop (Tandem scanning microscope): egy forgd Nipkow
tarcsat épitettek a mikroszkopba, amelynek az a funkcidja, hogy a forgédsa soran

tobb excitacids és emisszids rést hoz 1étre. (Egger & Petran, 1967)
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A tandem pasztazo mikroszkop felépitése, benne a Nipkow korongokkal
(Forras: http://www.ncl.ac.uk/bioimaging/techniques/confocal/)

Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop (Confocal laser scanning microscope): a
targy megvilagitasat 1ézer sugarral végzik, amelyet egy beépitett, elektronikusan
mozgathatd pasztazd tikor segitségével iranyitanak a minta vizsgalni kivant
pontjara. A megfigyelt pont helyzetét nemcsak az Xy-sikban lehet kivalasztani,
hanem a z-tengely mentén is. Az els6 ilyen mikroszkopot az 1960-as évek végén
alkottak meg, két cikket is publikaltak réla 1969-ben és 1971-ben Egger és
Davidovits. Azdta ez a technika egyre jobban fejlédik és a leginkabb elterjedt a

konfokalis mikroszkopos vizsgalatok korében.
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Lézer pasztazd mikroszkopban az eltéritett fénysugarak terjedéseinek utjai
(Forras: http://www.ncl.ac.uk/bioimaging/techniques/confocal/)

Dekonvolucids konfokalis mikroszkop (Deconvolutional confocal microscope): a
képet zavard jeleket dekonvolucios algoritmusok beiktatdsaval sziirik ki.

(Kellermayer, 2010)

3.2.5 Multifoton mikroszkopia
A mikroszkopia fejlédése soran nagy eldrelépést jelentett a multifoton mikroszkop

kifejlesztése. Nagy eldnye az, hogy huzamosabb ideig végezhetiink in vivo
megfigyeléseket biologiai mintakon €s mélyebb szdveti részekrdl is lehet képet
alkotni vele. Hatranya viszont az, hogy csak fluoreszcens fénybdl tud képet alkotni,
visszavert fénybdl nem €s magas pigment tartalmu sejtek valamint kozeli infravords
tartomanyu fényt elnyeld szovetek vizsgalatara nem alkalmas. Alapvetd kiilonbség
az elébbiek és a multifoton mikroszkopia kozott az, hogy ebben az esetben a

megvilagitd fény nem folytonosan sugarz6, hanem egy pulzalo 1ézer.

A multifoton excitacios (MPE) mikroszkopia alapja a két foton excitacios (2PE)
mikroszkdpia, amelynek elméleti hatterét Maria Goeppert-Mayer publikalta 1931-
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crer

egy nem linearis folyamat, amelynek soran a fluoreszcens molekulak két-két fotont
abszorbealnak egy idSben, vagyis kevesebb, mint 10*® masodpercen beliil. Ennek
a két fotonnak az 0sszes energiaja megegyezik azzal az energiaval, ami az egy foton
altali gerjesztéshez is sziikséges. Ahhoz, hogy egy foton okozza a molekula
gerjesztett allapotba jutasat, altalaban az ultraibolya, a kék vagy a z6ld hullamhossz
tartomanyaban kell lennie a gerjesztd fotonnak. A 2PE vagy MPE mikroszkopia
esetén a gerjesztd fény az infravords tartomanyban van. Ahhoz, hogy a molekula
alapallapotbol gerjesztett allapotba jusson, a nagyobb hulldmhossziu fotonok
energiajanak Osszegének nagyobbnak kell lennie a molekula alap- és gerjesztett
allapotainak kozotti energiakiilonbségnél. Ez azt jelenti, hogy az ultraibolya
mikroszkdpia megvaldsithatd az UV hatranyai nélkiil, mint példaul a polimerizacid

vagy a hdmérsékleti hatasok. (Masters, So 2008.)

A multifoton mikroszkopban a gerjesztést okozd infravords tartomanyt fotonokat
kibocséjto eszkoz egy femtoszekundumonként vagy pikoszekundumonként pulzalo
csucsteljesitményli 1ézer. Ezt kdveti a pasztdzd mozgast végzd rendszer és egy
magas numerikus aperturaju objektiv. A fotonok egy nagy fényatereszt6 képességi
uton haladnak tovabb egy, a gerjesztd és a kibocsajtott fotonokat szétvalasztd

rendszeren keresztiil a nagy érzékenységii detektor felé.

A konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop mellett a multifoton mikroszkop jelentds
fejlodést tett lehetdvé a bioldgiai vizsgalati modszerekben. A MPE mikroszkdp
segitségével sokkal tovabb vizsgalhatok az €16 mintdk, hiszen a fotoreakciok
sebessége jelentdésen csOkkent. Ezzel a vizsgalati technikdval beldthatunk a

megfigyelt minta bels6 rétegeibe. (Diaspro et al., 2006)

3.2.6 Molekulak kozti kapcesolatok felderitése fluoreszcens mddszerrel

A mikroszkopia fejlddésével tudasunk egyre jobban szaporodott a
természettudomanyok terén, igy a biologiai ismereteink is rohamosan boviiltek. Az
elmult néhany évtizedben a tudomany és a technika eljutott arra a szintre, hogy a
vizsgalatokat mar az egyes molekuldk szintjén is képesek vagyunk elvégezni. Ez
azért kitind, mert nem atlagolt eredményeket kapunk a vizsgalatok sordn, hanem

kiilon-kiilon kiértékelhetéek a heterogén, nanométeres nagysagrendbe tartozo

25



kornyezetek. Ennek kdszonhetden szamos olyan bioldgiai probléma megoldhato,
amelynél nem lehet kikeriilni a molekulak szerkezetének vagy mechanizmusainak

inhomogenitasat.

A molekulaszintli vizsgélati modszerek két alapvetd csoportba oszthatok. Az elsé
tipusba azok a technikdk tartoznak, amelyek sordan a molekuldk mechanikai
tulajdonsagait, kdlcsonhatasait valamilyen erd felhasznélasaval vizsgaljak, példaul:
atomi-er6 mikroszkopokkal, optikai- vagy magneses csipeszekkel. A masik
csoportban azok a médszerek vannak, amelyek az optikai eszk6zok segitségével
vizsgaljak a molekulak tevékenységeit, mint példaul az abszorpcid, emisszid vagy
szoras. A két kategoria modszerei kiegészitik egymast, hiszen mind kettd esetben
mas-mas szempontok alapjan szerziink informacidét a vizsgdlt mintakrol.

Szakdolgozatom folyaman a fluoreszcens modszerek targyalasara szoritkozom.

A molekuldk egyéni vizsgdlatit sok tényezd neheziti, tehat eldszor ezeket a
korlatokat kell ledonteni. Itt olyanokra kell gondolnunk, hogy példaul az egyes
molekulak vagy a jelolésre hasznalt festékek rendkiviil gyenge, optikailag
érzékelhetd jeleket adnak, amelyek egy tobb zajjal rendelkezd hattérben
¢észlelhetetlenek. Mésik ilyen nehézség az is, hogy a sejtek Osszetétele nagyon
sokféle és bonyolult. Egyes sejtalkotok eltérden nyelik el, emittaljak, vagy éppen
szorjak a megvilagitod fényt, igy ezek is zavaré komponensekként tlinnek fel a végso
detektalt jelnél. Tehat a vizsgalati eljaras megalkotasanal nagyon alaposan meg kell

tervezni mindent, az el6késziiletektdl, a jeloléstdl kezdve a detektalasig.

A legjobb moddszerek ebben az esetben a fluoreszcencian alapulnak, mert ez a
technika rendelkezik kelld érzékenységgel €s szelektivitassal. Masik nagy elonye,
hogy noninvaziv, ugyhogy hasznalhatdo ¢l6 sejtek tanulmanyozasahoz. A
vizsgalatokat harom csoportba oszthatjuk aszerint, hogy mivel érjiik el a
fluoreszcens vilagitast: fluoreszcens proteinekkel (FP), szerves festék
molekulakkal, vagy nanoméretli fluoreszkald részecskékkel. A mar megfestett
molekuldk leképezéséhez sziikséges még olyan mikroszkop, amelynek nagy
numerikus apertaraju objektive, jO mindségli optikai rendszere és nagy
érzékenységli detektora van. A képalkotd6 mddszer pedig két féle lehet: széles

latoterti- vagy konfokalis mikroszkopia. Ezek alapelveit mar fentebb részleteztem.
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A vizsgalatok kiértékeléséhez tobb féle paramétert is figyelembe kell venniink.
Talan a legjobban megfigyelhet6 a fluoreszcencia intenzitasanak atalakuldsa az id
elorehaladdsaval. Ez a valtozds egyéb fizikai vagy kémiai reakciokat,
kolcsonhatasokat jelezhet a mintaban vagy kornyezetében. Ezeket a jeleket
tanulmanyozva megérthetjiik a bioldgiai vonatkozasokat vagyis, hogy molekularis

szinten milyen folyamatok mennek végbe a sejtekben. (Xia, Li, & Fang, 2013)

3.2.7 Kalcium imaging

A kalcium ionoknak kulcsfontossaguk van az olyan intracellularis jelek
generalasaban, amelyek meghatarozzak a sejtek kiilonféle élet folyamatait
(Berridge, Lipp, & Bootman, 2000). Ilyenek lehetnek példaul: a teljes sejtciklus
szabalyozasa az osztddastol egészen a sejthalalig (Lu & Means, 1993; Orrenius,
Zhivotovsky, & Nicotera, 2003), a szivizomsejtek 6sszehtizodasainak szabalyozasa
(Dulhunty, Beard, Pouliquin, & Kimura, 2006), vagy neuronalis esetben a
preszinaptikus végen a kalcium bearamldsa a kivaltdé oka a neurotranszmitter

tartalmu vezikulak exocitozisanak (Neher & Sakaba, 2008).

A kalcium leképezésére iranyuld kutatdsok nagyjabol 30 évvel ezeldtt eljutotta arra
a szintre, hogy sikeriilt olyan fluoreszcens festéket talalni, amellyel mérni tudtak az
iranya volt. Eloszor is folyamatosan javitani, tokéletesiteni kellett a kalcium
szenzorokat, masodszor pedig a képalkotishoz megfelelé eszkozoket kellett

kivitelezni.

Az els6 jelold anyagok, amelyekkel a cellularis kalcium dinamikajat kisérték
figyelemmel, azok olyan biolumineszcens, kalciumhoz kotédo proteinek voltak,
mint példaul az aequorin. A festékek kovetkezd osztalya mar a szintetikus
Osszetételli arsenazo III, amely megvaltoztatja az abszorpcids spektrumat a
kalciumhoz koétédve (Brown et al., 1975). A probléma ezzel a két anyaggal az volt,
hogy nehézséget okozott a bejuttatdsuk a mintdkba. Az attorést 1980-ban Tsien és
munkatarsai hoztdk el a sokkal érzékenyebb ¢s sokoldalubb fluoreszcens
indikatorok alkalmazasaval (Tsien, 1980). Az elsé generacidjukba tartozo
festékeket quin-2, fura-2, indo-1 vagy fluo-3 hozzaadasaval hoztak létre. Ezek

koziil a quin-2 volt az, amelyikkel el6szor kisérleteztek. A molekuldk
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gerjesztéséhez ultraibolya fényt hasznaltak, dm a fluoreszcencidhoz magas
koncentracioban kellett alkalmazni és nem adott elég fényt a reakcid. Ez utan a fura-
2-vel kezdtek kisérletezni, amely elddjénél sokkal jobban miikddott, igy nem
meglepd, hogy késobb ez terjedt el szélesebb korben a kutatoknal. A festék
gerjesztéséhez 350 és/vagy 380 nm-es hulldmhossziasagli fény volt sziikséges és
elédjénél joval erésebben mutatta a kalcium fiiggd valtozasokat. A kovetkezd nagy
attorést szintén Tsien laboratoriumaban érték el (Miyawaki et al., 1997), ez a fehérje
alapti genetikailag kodolt kalcium indikatorok (genetically encoded calcium

indicator-GECI) csaladja volt.

A kalcium indikatorok beinjektalasa a vizsgalt sejtekbe tobbféle modon torténhet
aszerint, hogy milyen festéket haszndlunk, milyen mintdba és milyen vizsgalati
céllal szeretnénk azt bejuttatni. Vegyiik példaul a neuronokat. A legelterjedtebb
eszkozok ¢€s modszerek a mikroelektrodak, patch-clamp mikropipettdk és az

ugynevezett shadow patching.

A fluoreszcens jeloléanyagok fejlédésével parhuzamosan fejleszteni kellett a
képalkoté berendezéseket is. Ezek a fényérzékeld eszkozok altalaban egy
mikroszkdpbol és egy hozza tartozo, a vizsgalathoz specifikalt fényforrasbol, amely
a kalcium indikatorok gerjesztésére szolgal. Két- most mar kevésbé elterjedt-
technika a széles 1atomezejli mikroszkdpok terén a fotodidodas és a CCD-alap
kameras eszkozok. Ezekben a megvilagitd fény higany vagy xenon ldmpa ¢€s az
excitdciés és emisszios sugarakat dikroikus tiikdr valasztja szét. Ezeknél a
képalkotdé modszereknél az a probléma, hogy vagy nem elég jo a felbontoképesség,
vagy tul nagy a zaj az egyes pixelek szintjén. A kdvetkezd csoport a konfokalis €s
a két foton mikroszkopok, amelyek miitkodési elvérdl mar az elézéekben irtam.

(Grienberger & Konnerth, 2012)

A legujabb fejlesztések olyan megfigyelési eszkozok, amelyekkel mar az €16,
szabadon mozg¢ allatokban kdvethetjiik nyomon a valtozasokat. Ezek miniatiirizalt
fejre szerelhetd gépek. Alapvetden két Osszetevobdl allnak: az elsé egy mobil
alkotdelem, amelyet az allat koponyéjaba szerelnek, ez tartalmazza az optikai részt

is. A masik elem az el6z0h6z optikai széllal kapcsolt és magaban foglalja a képek
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felvételéért felelds hardvert és szoftvert (Ghosh et al., 2011; F Helmchen, Fee,
Tank, & Denk, 2001; Sawinski et al., 2009).

3.2.8 Membranpotencial leképezése

A sejtek membranjanak intra- és extra cellularis felszinei kozott potencialkiilonbség
van. Nyugalmi allapotban a sejteken beliili tér toltése negativabb, mint a sejteken
kiviili téré. Egyes sejtekben ingerlés hatasara ideiglenesen pozitiv, akcids potencial
johet 1étre. A potencidl kiilonbség kialakuldsanak tobb kivaltd oka is van. El0szor
IS, a sejtmembran két oldalan nem egyenld mértékben oszlanak meg az ionok. Az
extra cellularis térben alacsonyabb a kalium ion és magasabb a natrium ion
koncentracidja, mint a sejteken beliil. Ezt a koncentracidkiilonbséget a
sejtmembranban 1évd, folyamatosan miikddd kalium-natrium ionpumpa tartja fenn.
A potencial fenntartdsdhoz az is hozzajarul, hogy a membran nem ugyanolyan
mértékben permedbilis minden szamara, igy példdul a kalium ionoknak kénnyebb
atjarhatosagot biztosit, mint a natrium ionoknak. A negativabb sejten beliili
kornyezetet fenntartdé tényezé még az, hogy olyan negativ toltésti intracellularis

ionok, fehérjék, nukleinsavak vannak bent, amelyek nem képesek kijutni a sejtbol.

A sejtek  megfeleld 1étfolyamataihoz tehdt elengedhetetlen, hogy a
membranpotencial optimalisan miikodjon. Egy ilyen fontos sejttani tulajdonsag
tanulmanyozasa elengedhetetlen a kutatok szamara, igy tobbek kozott optikai
vizsgélati modszereket is dolgoztak ki a cél érdekében. Szakdolgozatom soran a
neuronok elektromos jeleire irdanyuld technikdkat ismertetek. A potencial
leképezési vizsgalatok a kiilsdleg alkalmazott fesziiltség-érzékeny festékek
hasznalataval kezdddott. A belsOleg is alkalmazhat6 festékek megjelenésével mar
lehetségessé valt az akcids potencial és a szinaptikus potencidlok vizsgalata is.
Késébb a genetikailag kodolt érzékeldk és a lézer pdsztdzd mikroszkopok
megjelenésével Ujabb eredményeket értek el. Manapsdg a neurobiologiai
vizsgalatok soran a fesziiltség érzékeny festékekkel végzett vizsgalatok soran
lathatova valtak a szomatoszenzoros-, hallasi- és latasi idegi aktivitasok (Tsytsarev

etal., 2014).

A fesziiltségre érzékeny festékek milkodési elve a kovetkezd: a

membranpotencialban bekdvetkezd véltozas eltolodast okoz a festék excitacios
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vagy emisszios spektruméaban. Igy megvaltozik a detektalt fluoreszcencia
intenzitasa (Loew, Campagnola, Lewis, & Wuskell, 2002). Az els6é nagy sikert az
intracellularis fesziiltség érzékeny festékek korében az hozta meg, hogy egy
gerincetlen egyik neuronjaba egy hegyes mikro elektrodaval sikeriilt beinjektalni a
festéket (Grinvald, Salzberg, Lev-Ram, & Hildesheim, 1987). A sejten beliili
festékek alkalmazésat novelte a patch clamp technika, mivel ennek segitségével
egyszeriibben a sejtekbe lehetett juttatni a festékeket. A festékek hasznalatdnak
azonban megvan az a hatuliitdje, hogy nem csak a plazmamembranhoz kotodnek,
hanem olyan més membranokhoz is, amelyekben nem megy végbe potencial

valtozas.

A jovobeni fejléddéshez olyan modszerek kidolgozéasaval foglalkoznak, amelyek
nagyobb érzékenységgel és jobb felbontdssal rendelkeznek a neuronalis folyamatok
tanulmanyozaséaban. Ilyen fejlesztések a genetikailag kodolt fesziiltség érzékeldk és
a kiilonb6z6 mikroszkopiak kombinalasa (Stuart & Palmer, 2006) és a fluoreszcens
fehérjék alkalmazasa (Perron, 2009).

3.2.9 Optikai moédszerek a molekularis biologiaban

Az elmult évszdzad sordn a molekularis biologia terén rendkiviil gyors fejlédés
tortént és zajlik folyamatosan. Ra kellett jonniink, hogy nem elég pusztan csak a
sejteket, géneket, fehérjéket, metabolikus folyamatokat ismerniink, ezek egyittes,
szervezetekbe integralt miikodését is meg kell érteniink. Az optikai molekularis
leképezési modszer (OMI- optical molecular imaging) nagyon hasznos tanulmany
a biomolekuldk szerkezetének, dinamizmusainak ¢és kornyezetével vald

kolcsonhatasainak valos idejii és térbeli vizsgalatara.

Az egyik hasznalatos moddszer a fluoreszcens fehérjékkel vald jelolés. Ilyen
jeloléanyagok lehetnek a z6ld fluoreszcens festékek (GFP- green fluorescent

protein) (Tsien, 1998), cian fluoreszcens fehérje (CFP) vagy a sarga fluoreszcens

.....

Az altalanosan elterjedt képalkoto technikak példaul a 1€zer pasztazd mikroszkopia
¢s a leképezésen alapuld mikroszkopia. A két modszer eszkozeit mar az elézdekben
ismertettem. Egy masik hasznalt képalkotd eljaras egy nemlinearis optikai

jelenségen alapul, amit masod harmonikus keltésnek (SHG- second harmonic
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generation) vagy frekvencia duplazasnak neveziink. A technika alapja az, hogy egy
nagy energidju lézersugar egy olyan erdsen polarizald kozegen halad keresztiil,
amelyben nem kozéppontosan szimmetrikus molekularis szervezetek vannak
(Campagnola & Loew, 2003). Elénye, hogy a molekulak nem keriilnek gerjesztett

allapotba és nincs szinvesztés a vizsgalat soran.

Fluoreszcens képalkoto technikak koziil a molekularis bioldgiaban elterjedt példaul
a fluoreszcens rezonancia energia atvitel (FRET- fluorescence resonance energy
transfer), a fluoreszcens szinvisszanyerés szinvesztés utan (FRAP- fluorescence
recovery after photobleaching), a fluoreszcens valés idejii képalkotas (FLIM-
fluorescence lifetime imaging microscopy) ¢és a fluoreszcens korrelacios
spektroszkopia (FCS- fluorescence correlation spectroscopy). A FRET technika
egy kvantummechanikai jelenségen alapul, amely akkor jon 1étre a kdlcsonhatasban
résztvevo szomszédos donor és acceptor molekuldk kozott, ha a donor molekula
emisszids spektruma magasabb energidji, mint az acceptor molekula excitacids
spektruma. A modszerrel az intenzitas alapjan lehet méréseket végezni a fehérjék
elhelyezkedése, konformacio valtozasai és kapcsolatai terén (Herman, Krishnan, &
Centonze, 2004).

A FLIM technika alapja az, hogy a kromoforok fluoreszcens életidejét mérik,
mikozben mikroszkoppal felvételeket készitenek roluk (Bastiaens & Squire, 1999).
A modszer elénye, hogy a fiziologias folyamatokat meg tudjuk figyelni, am nagy

hatranya, hogy a kép nem elég éles és draga miiszerek kellenek hozza.

A FCS egy viszonylag Gjonnan kidolgozott technika. Ez egy magas érzé¢kenységii
molekulak aramlasa miatt bekovetkez6 ingadozast méri a fluoreszcens jelekben
(Gosch & Rigler, 2005). A modszerrel igy kozvetleniil tudjuk mérni a biomolekulak

mozgékonysagat €s az atlagos tarsuldsok és szétvaldsok mechanizmusait.

Az optikai molekularis leképezd modszert eredetileg fixalt sejtek, szovetek
vizsgalatara tervezték. Késobb alkalmazni kezdték az RNS és DNS vizsgalatokban
is (Bauman, Wiegant, Borst, & van Duijn, 1980). Az OMI egy viszonylag fiatal, de
igéretes teriilete a molekulaszinti vizsgalati modszerek. Ilyenek példaul a

molekulak kozotti kapcsolatok felderitése, fehérjék mechanizmusainak (J. Zhang,
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Campbell, Ting, & Tsien, 2002) vagy a fesziiltség fliggd ioncsatornaknak a
tanulmanyozasa (Sonnleitner, Mannuzzu, Terakawa, & Isacoff, 2002). A mddszer
segitségével a  fehérjék és  sejtalkotok  dinamikdjat, kolcsonhatasait
monitorozhajtuk, a proteaz és kinaz aktivitasat tarthatjuk ellenbérzés alatt és
szamtalan mas ¢élettani funkciot és miikodést ismerhetiink meg é16 sejtekben. (Du,

Wang, Luo, & Liu, 2006)

3.2.10 Enzim aktivitds mérés- szines reakciok

Az enzimeknek a biokémiai folyamatokban igen nagy szerepiik van. Nevezhetjik
Oket biokatalizatoroknak, hiszen feladatuk az €lolények szervezetében lejatszodo
kémiai folyamatok, reakciok felgyorsitasa. Az enzimek tilnyomo része fehérjébdl
all, kisebb résziik pedig RNS molekuldkbol. Fontos tulajdonsagaik kozé tartozik,
hogy specifikusak. Ez azt jelenti, hogy minden folyamatot mas-mas enzim katalizal,
tehat minden enzimnek megvannak a mikodéséhez sziikséges optimalis
koriilmények (pH, homérséklet, ionkoncentracid). Az enzimek altal gyorsitott,
szabalyozott folyamatok fliggenek az enzimek szabalyozasatol, aktivalasatol vagy
éppen gatlasatol. Vizsgalatukra nagy hangsuly fektetnek, hogy az 0Osszetett,

bonyolult fehérjék felépitését és miikodését ezaltal is jobban megismerjék.

Az enzimek aktivitdsanak egyik leglatvanyosabb, legsokatmondobb szemléltetési,
mérési modszere fluoreszcens vizsgalatokon alapul. Az egyik ilyen in vitro
vizsgalat az, hogy fluorogén szubsztratok atalakuldsa sordn mérik az enzimatikus
aktivitast. Ezzel a technikaval foként a protedazok és kindzok szabélyozasat,
terjedését ¢€s aktivitdsat tanulmanyozzdk. Az ilyen ¢€s ehhez hasonlo célu
vizsgalatokra léteznek fehérje alapt hirvivék is (Mahajan, Harrison-Shostak,
Michaux, & Herman, 1999; Rehm et al., 2002). Kutatasok soran rajottek arra, hogy
segitségével, a luciferazzal is lehetséges a vizsgéalat. Ennek eldnye az, hogy a
biolumineszcens reporterek jo érzékenységliek és alacsony a hattérzajuk. Ez alapjan
tobb 1) technikat is dolgoztak ki (Laxman et al., 2002). Az elézéekben emlitett
technikdknak azonban van egy k6zds hibajuk: tilsagosan specifikusak az enzimek
tanulmanyozasahoz. Létezik egy olyan modszer, amely kovalens kotéssel

kapcsolodik a vizsgalni kivant enzimhez. Ezeket a méréseket egylittesen aktivitas
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alapt méréseknek (ABP- activity-based probes) nevezziik. Az ABP modszereknek
alapvetden harom f6 funkcids csoportja van: egy kémiailag aktiv csoport, amely
kialakitja a kovalens kotést az enzimmel, egy kapcsoldodo régid, amely specifikus
az egyes enzimekre és egy harmadik tag, amely lathatova teszi a moddositott
enzimet. Ennek a technikanak a segitségével az enzimek vizsgélata lehetséges in

vitro, in vivo és in situ is (Baruch, Jeffery, & Bogyo, 2004).

Szintén a szubsztratok fluoreszcens jeleinek megfigyelésével egy masik lehetséges
vizsgélati modszer az enzimek aktivitdsanak mérésére: a szubsztratok fluoreszcens

cyey

Frelinger, & Foster, 2004).

3.2.11 Optikai csipeszek

Egy korabbi fejezetben mar szo6 volt az optikai csipeszek eredetérél és felhasznalasi
korérol. Ebben a részben a miikodési elvét és a felépitését irom le. Az eszkoz egy
nagy numerikus apertiraju objektiven at fokuszalt nagy energidju 1ézer sugar
segitségével fogja meg a mikroszkopikus méretii semleges targyat, amelyet két erd
tart a csipeszben. Az egyik a szor6 erd, amellyel a fotonok mozgatjak a csapdaba
ejtett sejtet. A masik a mez0 intenzitds gradiense altal 1étrejovo erd gradiens, amely

a tér mindharom iranyaban fenndll. A csipesz ereje a két erd egyensulyatol fligg.

A csapdaba esett részecskére hatd szoro- és gradiens erd fiigg a 1ézernyaladb
hullamhosszatol és a részecske méretétdl. Harom kiilonbozd rendszerhez tartozhat
a megfogott elem: Mie-, Rayleigh- vagy a ketté kozotti rendszer. Els6 esetben a
részecske mérete joval nagyobb, mint a besugarzott fény hullamhossza, az erd
nagysaga ¢s iranya fligg a targy alakjatol, a befogas pedig a gomb vagy ellipszoid

alakt mintara korlatozodik.

Masodik esetben a részecske sugara sokkal kisebb, mint a sugarzo fény
hulldmhossza. Ekkor az erd iranya fiiggetlen a targy alakjatol és a nagysaga a targy
iranyaval egylitt valtozik. A fény elektromos mezdje a fénysugér legfényesebb
pontja felé tolja a részecskét, ahol energidja a minimumra csokken. A szord erd
aranyos az fényintenzitassal €s iranya a lézer iranyaval megegyez0, a gradiens erd

aranyos az intenzitas gradiensével és ezzel megegyezd iranyu. A gradiens erd a
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legfényesebb pont fel¢ huzza a részecskét, mig a szor6 erd az egyensulyi allapot
felé. (Ashkin, 1992)

Amikor a részecske mérete €s a lézer fény hullamhossza hasonlo nagysagrendbe
esik a sugar optikai €s a dipdlus megkozelités sem alkalmazhatd, ekkor egy sokkal
bonyolultabb elméletet kell kidolgozni a részecske csapdaba ejtésére. (Nieminen et
al., 2007)

specimen
E’ plane
1
objective :
1
laser =
Joptical
1 trap

laser
light

Az optikai csipeszek miikddési elve (Forras:
http://web.stanford.edu/group/blocklab/Optical%20Tweezers%20Introduction.
htm)

Ahhoz, hogy a részecskét csapdaba tudjuk ejteni megfeleléen nagy erdk
sziikségesek. Ezek az erék fiiggenek a lézer intenzitasatol, a fokuszaltsagtol, a
részecske alakjatol és méretétdl és a részecske kozeghez viszonyitott relativ
torésmutatojatol. A sziikséges erd kiszamitasat tobbféle képpen végezhetjiik. (H.
Zhang & Liu, 2008)
A csapdaba ejt6 1ézer tipusa is kiilonboz0 lehet:

e Gauss lézer sugar

e nem Gauss lézer sugar

e kettds 1ézer sugar

e tObbszOros 1ézer sugar.
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Mint minden modszernél, itt is vannak hatranyok. A 1ézer fotonjainak elnyelése
soran a minta felmelegedhet, roncsolodhat. A minta foto karosoddsanak
csokkentése céljabol bizonyos lézerek hasznalatosak, példaul kozeli infravoros
tartomanyt Nd:YAG, Nd:YLF vagy Ti:zafir 1ézer. A karosodas redukalhat6 ugy is,
hogy nem egy nyaldbot fokuszalunk, hanem két kiilonb6zot. A hdhatas csokkentése
érdekében hasznalatos kozegnek a nehézviz, mert ennek két nagysagrenddel kisebb
az abszorpcios egylitthatdja, mint a szokasos viznek a csapdaba ejtéshez hasznalt
hulldmhosszakon (~780 nm). (Dholakia & Reece, 2006)
Az optikai 1ézercsipeszeknek a biologiaban tobb felhasznalasi céljuk is van. Mikro-
és nanoméretli targyakhoz, elemekhez egyarant hasznalatosak. A legfébb
alkalmazasi teriiletek: sejtek pozicionalasa, athelyezése, valogatasa, elkiilonitése,
atszervezése, Ujraszervezése, hasznalhatoak lézer szikékként, 1ézer ollokként
preciz, szubmikrométeres vagasoknal, molekulak beoltasanal a sejtfal rovid idejt
megnyitasahoz és molekularis er6k mérésére.
3.3 A hatarok kitolasa, forradalmian 1) optikai modszerek a
bioldgidban
A 17. szdzadban a fénymikroszkopok megjelenése Oridsi elérelépés volt a
természettudomanyos kutatdsokban, igy a bioldgiai vizsgalatok terén is.
Megindulhatott a szabad szemmel lathatatlanul apr6 alkotok tanulmanyozasa.
Ekkor még nem értették az eszkdz azon hatarait, amit 1873-ban Ernst Abbe, 1896-
ban pedig Lord Rayleigh irtak le. Ez a korlat nem mas volt, mint a diffrakci6 altal
limitalt képfelbontés, amelyet tapasztalati bizonyitékokkal és fizikai torvényekkel

is alatamasztottak.

Késobb a mikroszkopok folyamatos fejlodése soran a technika eljutott a
fluoreszcens-, a konfokalis- és a multifoton mikroszkopia koraba. Nem régen még
ezek az eszkozok jelentették a legjobb, legsokoldalibb vizsgélati és diagnosztikai
eszkozoket a sejtbiologidban. Am a fénymikroszkopok képfelbontasanak korlatait
a tokéletes lencsék kombindacidival és nagy numerikus apertirdji objektivekkel sem
sikeriilt attorni. A felbontoképesség hatara a fény hullimhosszénak koriilbeliil a

felénél volt, amely az aprobb sejtalkotok tanulmanyozasat nem tette lehetévé.

A felbontoképesség fokozasa érdekében a leképezésen és a pasztazason alapuld

modszerek teriiletén is megindultak a fejlesztések, am szakdolgozatomban csak a
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felbontoképesség javitdsara irdnyuld tjitasokra térek ki. A szuperrezolucios
pasztazod mikroszkopok koziil a STED (stimulated emission depletion) technikat
ismertetem. A mikroszkopia alapjait Hell és munkatarsai dolgoztak ki (Hell &
Wichmann 1994). Ahogyan konfokalis 1ézer mikroszkopokban, ebben az esetben
IS egy fokuszalt lézersugar hozza gerjesztésbe a mintakat. Miel6tt néhany
nanoszekundumon beliil elindulna a spontan emisszié egy masodik, ugynevezett
STED nyalabbal is megvilagitjuk a mintat. Ennek a masodik sugarnak fontos
tulajdonsagai, hogy gytirti alakban fokuszalva vilagitja a mintat és hulldamhossza a
gerjesztd fénynyaldbéhoz képest voros irdnyban eltolt. Ez azért sziikséges, mert igy
a gyurl peremén 1évo festékmolekuldk emisszidjat stimuldlja a STED nyalab, mig
a kozépen 1év6 molekulak tovabbra is gerjesztett allapotban maradnak. A STED
sugdr intenzitdsdnak novelésével csokken a detektorba jutd fotonok szdma, igy a
lateralis képfelbontas javul. A harom dimenzids vizsgalathoz sziikséges egy ujabb
STED nyalab beiktatasa, amely a fokuszsikkal szomszédos sikokban stimulalja a

gerjesztett allapotban 1év6 molekulak emisszidjat. (Sinko, 2014)

A leképezésen alapuld egyik szuperfelbontast igéré technika a strukturalt
kivilagitast alkalmaz6 mikroszkopia (SIM- structured illumination microscopy). A
vizsgalat sordn a mintat kiilonb6z6 iranyokbol egy nagy frekvenciaji, ismert
szinuszos mintdji fénnyel vilagitjuk meg. Ekkor egy a mintara jellemzd Moiré
mintazatot fogunk kapni. A kép megalkotdsa a megvildgitds mintdjanak
ismeretében az eddigi felbontasi hatar alatt lehetségessé valik. (Sinko, 2014)
(Schermelleh, Heintzmann, & Leonhardt, 2010)

A lokalizacios mikroszkopiai technikdk szintén az optikai leképezésen alapulnak.
Ide tobbféle modszer is tartozik, am az alapelve mindegyiknek ugyanaz. Az eljaras
lényege az, hogy a fluoreszcens molekuldk idében elkiiloniilve villannak fel, igy
egyszerre kevesebbet fényképeznek le, majd utdlag a képeket kiilon-kiilon
analizaljdk. Ennek a technikanak a nagy attérése 2006-ban volt. Ekkor harom,
egymastol fiiggetlen publikacio is sziiletett ebben a témaban: PALM (Betzig et al.,
2006), FPALM (Hess, Girirajan, & Mason, 2006) és STORM (Rust, Bates, &
Zhuang, 2006).
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A leképezésen alapuld mikroszkopokhoz hasznalt egyik kiemelkedd fényforrasként
szolgéalo modszere a fluoroférok megvilagitasanak az tiveg és a kozeg hataran nagy
szogben vald teljes visszaverddést hasznalja ki (TIRF- total internal reflection
fluorescence). A TIRF mikroszkopia soran létrejon egy gyorsan eltiing tér a két,
kiilonboz6 torésmutatdji kozeg hatardn, amely szelektiven, csak bizonyos
fluoroforokat gerjeszt a fedélemez sikjahoz kozeli sejtekben. A technika hatranya,
hogy a mélyebben 1évé részekrol nem lehetséges a képalkotds és csak
tengelyiranyban képes javitani a képfelbontast. Sejtbiologiai alkalmazasa soran az
elényei azok, hogy kitlind kontrasztot biztosit és kisebb a szinveszteség. Ennek
koszonhetden élesebb, gyorsabb és hosszabb ideig tartd time-lapse vizsgalatokat

végezhetiink a sejtek felszinének kozelében.

A mikroszkopos vizsgalatok fejlédése nem csak egy eszkoz felbontoképességének
novelésével lehetséges. A fejlesztések egy masik nagy iranya a kiilonbdzd optikai
eszkozok és elvek kombindciojaval probaljak elérni a jobb felbontoképességet. Az
egyik olyan lehetséges variacio, amely igen igéretesnek bizonyul, a pasztazo
mikroszkopia és a kiillonb6z6 optikai spektroszkopiai modszerek keverése. (Lucas

& Riedo, 2012)
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4 Mobdszerek

A bioldgidban szamos optikai modszer hasznalatos, attol fiiggden, hogy melyik
kutatasi teriiletre szoritkozik a vizsgalddas. Az Osszes technika koziil, ezért a
szakdolgozatomban csak néhany metodus keriil bemutatasra. Ezek az eljarasok
foleg a sejtek mitkodésének idbbeli valtozasat kisérik figyelemmel. A méréseket

laborban kitenyésztett sejteken végeztiik el.

Az alabbiakban leirasra kerililnek az elvégzett vizsgalati modszerek, a hasznalt

berendezések, a felhasznalt kisérleti anyagok €s az eredmények.

4.1 Sejthalal nyomon kovetése
A sejtek életét két szakaszra bonthatjuk. Eletiik elsé felében foként felépitd

folyamatok mennek végbe benniik, a masodik fazisban pedig jelentdsebb
mennyiségli lebontd folyamatok miatt eloregednek, végiil elpusztulnak.
Oregedésnek azt nevezhetjiik, amikor a végbemend véltozasok sorozata csdkkend
miikodési kapacitdsokhoz vezetnek, és emellett csokken az alkalmazkodo- és
ellendllo képesség is. A bemutatésra keriilé technikakban az ¢16- és a halott sejteket
kiilonboztettiik meg, mértiink metabolikus aktivitast, kdvetés céljabol megjeldltiink

sejteket ¢és jeldletlen sejtek id6beli valtozasait fényképeztiik.

4.1.1 EIl6- és halott sejtek kimutatasa
Ezzel a modszerrel egy C2C12 egér vazizom sejttenyészetben mutattuk ki az €16-

¢s a halott izomsejteket.

A sejtvonalat folyékony nitrogén géz fazisaban taroltuk. A kisérlet el6tt egy csovet
(1 milli6 sejt) felolvasztottunk, lecentrifugaztunk (300g, 5 perc), majd 25 cm?-es
sejttenyészté flaskaban 6 ml DMEM + 10% FBS (Sigma) médiumban
tenyésztettiink, amig a tenyészet konfluens nem lett. A médiumot eltavolitottuk,
majd 3 ml tripszint adtunk a sejtekhez a tenyészflaskaba, ami megsziintette a sejtek
letapadasat. Ez utan a sejtes oldatot 300g-n, 5 percig centrifugaltuk és a letilepitett

sejtek tetejérdl pipettaval leszivtuk a feliiluszot.

Elkészitettik a kimutatashoz sziikséges oldatot, amelynek protokolljat a
Live/Dead® Viability/Citotoxicity Assay Kit *for mammalian cell* cikkbdl
hasznaltuk. 5 ml D-FBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline) oldathoz 10 pL-t
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kevertiink az EthD-1 (Ethidium homodimer-1, 2 mM, Component B, Live/Dead®
Viability/Cytotoxicity Assay Kit) térzsoldatbol és 2,5 uL-t a calcein AM (4 mM,
Component A, Live/Dead® Viability/Citotoxicity Assay Kit) térzsoldatbol. Ezt az
oldatot kozvetleniil a sejtekhez adtuk, majd néhany perc mulva egy atalakitott
epifluoreszcens mikroszkop alatt viz immerzids, 10-szeres nagyitasu objektivvel

megvizsgaltuk a mintat.

A vizsgalat alapja az volt, hogy az €16 sejtek jol megtartottdk magukban a calcein-
t, amit6l intenziv, fluoreszkald zold szint (ex/em 495nm/515nm) adtak. Az EthD-1
bejutott a sériilt membrannal rendelkez0 sejtekbe €s itt a nukleinsavakat megkotve
fényes, piros fluoreszkalast (ex/em 495 nm/635 nm) eredményezett. Az EthD-1 az

€16 sejtek ép membranjan nem jutott keresztiil.

4.1.2 Metabolikus aktivitads mérése

A sejtek metabolikus aktivitasanak mérésére sok féle mddszer 1étezik. Munkam
soran egy fluoreszcens plate reader (Cytofluor 4000) segitségével vizsgaltunk egy
kiilonb6z6 anyagokkal, mas-mas mértékben mérgezett, majd megfestett C2C12

sejttenyészetet.

Eleve adott volt microplate-ekben egy egér vazizom sejttenyészet. A lemez els6
soraban a kontroll tenyészet volt, amely csak a tenyészmédiumot és a sejteket
tartalmazta. A masodik sorban 1évd sejtek médiuma 1%-ban lefézott kavét
tartalmazott. A harmadik sorban 1%-0s energiaitalos, a negyedikben pedig 5%-0s

energiaitalos D-FBS oldat volt a tenyészmédium.

A vizsgalathoz hasznalt reagens az alamar kék (alamarBlue® Cell Viability Assay
Protocol) festék volt. Ezzel az anyaggal megvizsgalhatjuk a sejtek metabolikus
aktivitdsanak allapotat az ¢l sejtek redukald képességének felhasznaldsaval. A
festék szine eredetileg kék, a vizsgalathoz az 0,01 mg/ml-es toménységben
alkalmaztuk. Amikor a tenyészet médiumat lecseréljik egy az alamar kékkel
elkevert tenyészmédium oldattal, a folyadékban 1év6 festék aktiv hatdanyagat, a
resazulint, az €16 sejtek, a citoszoljukban elkezdik resorufinna redukalni. A
resazulinnal ellentétben, a resorufin rozsaszines-pirosas szinii és ¢élénken

fluoreszkalo. Az életképes sejtek folyamatosan fenntartjdk ezt a redukcios
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folyamatot, amitdl az egész tenyészet és a koriilvevo oldat is élénk fluoreszkalasba
kezd.

A médium lecserélést kovetéen néhany percen beliil a tenyészet redukald
tevékenysége linearissa valik. Ekkor a plate-et betettiik a plate reader-be. Az
eszkozben tartosan 37°C-os hémérséklet van, valamint képes enyhe razasra, hogy
az egyes mérések elott felkeverje az esetlegesen letlilepedett, inhomogénné valt
mintakat. A vizsgalat elinditdsakor egy optikai szal megvilagitotta egyesével a
micro plate-eket. A mi mérésiink esetén elég volt egy excitaciés/emisszios filter
part hasznalni, 4m a Cytofluor 4000-ben egyszerre 4 par sziir6t is alkalmazhatunk.
Az alamar kékhez tartozé ex-em filter par: 530/25 nm: 580/50 nm. Az altalunk
beallitott paraméterek szerint, a késziilék 30 perc alatt hat mérési ciklust folytatott
le. Az eszkozzel az egyes tenyészetek fluoreszcencija altal kisugarzott fény
intenzitasat tudtuk megvizsgalni. A gép a megmért intenzitas mértékét egységekre
vonatkoztatva adta meg, ahol a minimum érték 1, a maximalis érték 99999 lehet.
Az eszkoz szoftvere grafikusan is tudja é&brdzolni a megmért fluoreszcens
egységeket az 1d0 fliggvényében. A kirajzolt gorbe meredekségébol
kovetkeztethetlink az egyes tenyészetekben 1évo sejtek szamara, valamint a sejtek

metabolikus aktivitasara.

4.1.3 Sejt jelolés

A sejtjelolés egy fontos technika a fluoreszcens modszerek csaladjaban. A vizsgalni
kivant mintakat kiilonb6zd festékekkel jeldlhetjiik meg attdl fiiggden, hogy mi a
megfigyelésiink célja. Egyes festékek példaul a membrannal, valamely fehérjékkel,
enzimekkel vagy a mitokondriummal 1épnek kolcsonhatasba, ezaltal mas-mas

tulajdonsagokat, folyamatokat, funkciokat tanulmanyozhatunk.

A modszer gyakorlati bemutatasahoz kitenyésztett egér vazizom sejteket jeloltiink
meg. A C2C12 sejtvonal tenyésztési folyamata ugyanugy zajlott, mint az ¢I6- és a
halott sejtek kimutatasa esetén. A sejtek megjeldléséhez ezuttal a MitoTracker®
Green FM festéket hasznaltuk (MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes,
2008), amely egy karbocianin alapt jeloléanyag. A fluoreszcens festék molekulai
az €10 sejtek membranjain atdiffundalva bejutnak a plazméba, majd kotédnek az

aktiv mitokondriumokhoz. A prébahoz a festéket elészor DMSO oldattal 1 mM-0s
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eleggyé kevertiik, majd a sejtek megfestéséhez ezt még 1000-szeresére higitottuk.
A tenyészetrdl lecseréltiik a tenyészmédiumot a festéket tartalmaz6é médiumra. Ez

utan 25-30 percre 37°C-os inkubatorba helyeztiik a sejteket.

A festett mintat behelyeztiik epifluoreszcens mikroszkop ald. A képen vilagito zold

foltokként feltiintek az egyes sejtek mitokondriumai.

4.1.4 Time lapse microscopy

Ennek a faziskontraszt alapti modszernek a segitségével megfigyelhetjiik a sejtek,
sejtorganellumok viselkedését az id6 elérehaladtaval mikroszkopikus szinten. A
technika alkalmazaséaval lathatova valik a sejtek ndvekedése, letapaddsa vagy éppen

,vandorlasa”, késobb pedig a pusztulasuk.

A laborban elvégzett mérés soran idegsejtek allapotanak id6beli valtozasat kovettitk
nyomon. A vizsgéalathoz egy Olympus invertalt faziskontraszt mikroszkdpot
hasznaltunk. A mikroszkophoz tartozo fekete-fehér, 1 Mp-es firewire, Pixelink PL
A-662 tipusu fényképezdgéppel, 20-szoros objektivvel készitettiik a felvételeket.
Egy-egy kép készitése kozott 1 perc telt el. Sajnos a vizsgalat idétartama igen rovid
volt, mivel a mikroszkop alatt nem tudtuk biztositani a sejttenyészetnek a megfeleld

hémérsékletet és CO2 szintet.
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5 Eredmények

A dolgozatom készitése folyaman optikai modszereken alapuld sejttani
vizsgélatokat végeztiink el. Az optikai vizsgalatok korén beliil, a fluoreszcens
vizsgalati technikakbol mutattunk be tobbfélét, hogy érzékeltessiik a szertedgazod
felhasznalasi lehetOségeket. A mérések soran elvégeztiink egy faziskontraszt
technikan alapuld time lapse vizsgalatot is. A megfigyeléseink a sejtek életének

felépito- és lebontd folyamatainak megkiilonboztetésére irdnyultak.

Eloszor egy olyan vizsgalatot végeztiink, amely sordan C2C12 egér vazizom
sejttenyészetben jeloltiik meg a sejteket. Az €16 sejtek zolden vilagitottak az
epifluoreszcens mikroszkop alatt, mig az elpusztult sejtek piros szint mutattak. A

képeken jol latszik az életben maradt és halott sejtek aranya.

A kovetkez6 vizsgélat soran bemutattuk egy plate reader mitkodését és egy ehhez
az eszkozhoz tartozd metabolikus aktivitas mérési modszert. A kiilonbozd
mértékben mérgezett sejtek fejlodésének mértékét a tenyészetekhez hozzaadott
festék segitségével vizsgaltuk meg. A megvilagitast kovetéen minél kisebb volt a
fluoreszcencia intenzitdsa, anndl kevésbé volt képes a sejttenyészet fejlédni a
kezdetben hozzaadott koffein miatt. A plate-readerhez tartozé szoftver kirajzolta az
egyes mérések intenzitdsadhoz tartoz6 gorbéket, amelybdl kovetkeztettiink a sejtek

mérgezettségi szintjére. Az els@ képen a vizsgalat beallitasi paraméterei és a
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tenyészetek intenzitasanak a mértéke latszodik. A masodik képen lathatjuk, hogy a
kontroll tenyészetnek volt a legintenzivebb fénye, tehat a legegészségesebb
tenyészet, mig az 1%-0S kéavéval mérgezett sejtek metabolizmusa volt a

J 4

legalacsonyabb mértéki, tehat a legnagyobb mérgezettségnek kitett tenyészet.

= CyboFluor-[CACYTOFLR), S409C2E 1. MFR] .l!l :KI
Fia Plate  Post processing  Auto Scale  Masinbenance  Help

Comments: | .|

Mode: Mic time: Aead Plate type:

I.ﬂ.utn j I"J- Secs ;I Il] _I ¥ Center only | Falcon 24 well ;I

e Sun [ e Time Flate Lamp
- = |oo:05:00 lt Print [ (Fln " Out [an = O
Scan: Emigsion: Gain: [T fnto acale

1ofb 1af1 530 Kt- S50 | 50 lI #
L_I [er =] [oiee 2] pworso 2 [0 2] e
me: Elapsed Auto scale seftings:
Lprn'!l 10:35:59 2015 ﬁ:nn:nn| F:I‘E A50050 530025 Gn: St |

Raw{Bkgnd: 0] Temp[*C]: SetTemp[*C):
1 2 3 ] 5 b

A [1768] | 2017] [ 1926] [ 2074] [ 2124] [ 1760)

B[ 897] [ 805 [ 914] [ 819] [ 789] [ 700

C [1873] [ 1640] [ 1665] [ 1614] [ 1646] [1512]

D[ 1627) [1750] [ 1629] [ 1610] [ 1868] [ 1482]

Kinetics Rate Calculation |
_P&Al.ﬂr— —.A'li:lauﬂa = | g&::uoq-— oK l
Cycle Time: 00:05:00  Max Reading: 2838 ~ Rate wl
Start: ‘uu e Cancel '
| 1-o00:0000 ~ f1 | Lo Hoo |
End: Max Plot Well Types
(6 ovzs00 of | [958 ] ::;U:akmmd‘t - [Cpie ]
~ms&. —m Scan r('.mw‘mh rs'c*n.“”m
- s | Vi [
- E Plot lwu:l] Plot Wells l 5 “lhli

1 2 3 4 5 6
B

43



A harmadik mérés soran egy sejtjelolési technikat mutattunk be. Eredményként az
latszik, hogy a zold festék az ¢l sejtek membranjan atdiffundalva, a plazmaba
bekeriilve eljutott a mitokondriumig és hozzakotddott. Igy epifluoreszcens

mikroszkdp alatt vilagito zold szinli pontokként lathattuk a jelolt sejteket:

A negyedik bemutatott modszer egy time-lapse vizsgalat volt, amely soran
faziskontraszt mikroszkopra erésitett fényképezdvel kovettik a tenyészet
valtozasait. A képsorozaton azt latjuk, hogy a letapadt neuronok nyulvanyokat

novesztenek a tenyészetben.
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6 Megvitatas

Dolgozatom soran 6sszefoglaltuk a biologiaban hasznalatos optikai modszerek
elveit és az egyes technikdkhoz tartozd eszk6zok miikodési elvét az elérhetd
szakirodalom alapjan. A megfigyelési lehet6ségek koziil elsdsorban a
fluoreszcencian alapuld eszkozokre €s technikdkra tértiink ki részletesebben. A
szakirodalom alapjan megbizonyosodhattunk arrél, hogy az optikai vizsgalati
modszerek egy a kezdetek oOta toretlenill és dinamikusan fejlodd, széles korben
elterjedt tudomanyteriilet. Hasznositasa foleg a molekularis- és sejt biologiaban és
a betegségek, biologiailag rendellenes folyamatok kialakuldsanak, lefolyasanak
kutatasaban teljesedik ki. Habar a kutatok kivancsisaganak, a fejlodoé tudomanynak
¢s technikanak koszonhetden sok kérdésre ismerjlik mar a valaszt, rengeteg nyitott

kérdés €s lehetdség van a tovabbi toretlen fejléddéshez.

A laborban elvégzett kisérletek folyaman tobb modszert is ismertettiink és
bemutattunk. Ezek koziil voltak olyanok, amelyeket tobb, de voltak olyanok is,
amelyeket kevesebb siker koronazott. A mérések, megfigyelések kisebb vagy
nagyobb sikeressége a laborban fellelhetd eszk6zoknek €és anyagoknak kdszonhetd.
A kisérletek elvégzéséhez a felszereltség hianya miatt, néhany alkalommal tobb

eszkozbol kellett ujat épiteni.

A szakdolgozat készitése soran tapasztalatokat szereztem a kisérletek felépitésének,
elokeészitésének, végrehajtasanak és kiértékelésének gyakorlatarol.
Megismerkedhettem tobb elektronikai €s optikai berendezéssel, ezek miitkodésével,
hibalehetdségeivel és felhasznalasaval. Betekintést nyertem a C2C12 egér vazizom-
¢és csirke neuron sejttenyészetek taroldsanak, eldkészitésének és létrehozdsanak

folyamataival.

Dolgozatom remélem, segitséget nyujthat azoknak, akik szeretnének
megismerkedni a témaval, vagy valamelyilk modszer vagy eszkéz rovid
attekintésére kivancsiak. A téma folytatdsa nyitott, mivel e téren rengeteg a

fejlodési lehetdség akar szakdolgozoknak, akar kutatoknak.
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