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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a mikroszkopikus gombak a biotechnologiai €s ipari jelleg
kutatasok kozszerepldjévé valtak. Ezen fejlesztések miatt valt fontossé a gombak élettani
folyamatainak alaposabb megismerése. Ezek a kutatasok lehetnek az alapjai a gombak

kiilonbozo gyogyszeripari €s mezdgazdasagi alkalmazasanak.

A gombak akar a természetben, akar a fermentécios iparban gyakran szembesiilnek az
¢hezés jelenségével, ami kiillonbozé mértéki autolizishez vezet. Ez utobbi, egy olyan nagy
hidrolaz aktivitassal kisért sejtpusztulasi folyamat, amely magaban foglalja a sejtfal

crer

vizsgaltuk pasztazo elektronmikroszkdppal, és ezeket a képeket elemeztiik.

Képelemzés alatt a szamunkra értékes adatok kinyerését értjiik a kép(ek)bdl, féleg a
digitalis képfeldolgozasi technikdk segitségével. A nagy mennyiségii adat miatt a
képelemzésekhez nélkiilozhetetlen a szamitogép hasznélata, mely segitségével elvégezhetjiik
a kiilonbozo kvalitativ és kvantitativ méréseket a képeken. A scanning elektronmikroszkoppal
készitett képeknek képelemzdé modszerekkel valo feldolgozasa adatokat biztosit az autolizalt

gomba hifa dsszehasonlito vizsgalatahoz.

Az adatokat feldolgozva grafikonos és tablazatos forméban reprezentalhatjuk a kapott
eredményeket. A kapott adatokat kiértékelve kapunk informécidt az dgens, vizsgalt anyag

hatasarol kiilonb6zo nagyitasokkal készitett képeken.



2. Célkitiizés

A kutatds célja:

1.) A szakirodalmi adatok alapjan attekinteni a pasztaz6 elektronmikroszkop révid
torténetét €s egyes fObb alkalmazasi teriileteit a biologiai, orvos bioldgiai és egyéb kutatasban;
Mindenekel6tt szeretném lemérni a modellszervezeten, hogy milyen mértékben alkalmazhato

ez az eszkoz a biologiai, kutatasban, illetve mennyire 0sszehasonlithatéak az elemzett adatok

2.) Az egy konkrét modellszervezettel végzett 6nallo kisérleti munka kapcséan a
modellszervezet szakirodalmi attekintése utan gyakorlatra szert tenni a pasztazé
elektronmikroszkdp, mint bioldgiai kutatoeszkoz kezelésével és alkalmazasaval kapcsolatban,
a sajat kisérleti eredmények interpretalasa. Kisérletes munkammal dokumentalom, hogy
hogyan, milyen modon, milyen gyorsasaggal vizsgalhato az adott modellszervezet mennyire
tamasztjak ala ezek a vizsgalatok a mar meglévo kisérleteket. Vizsgalatom elsédleges célja
az, hogy megallapitsam, hogy egy elsédlegesen iparban hasznalatos eszk6z milyen mértékben
lehet Gtt6r6 a biologiai kutatasokban, illetve mennyivel csokkentheti le a hifa szerkezet

vizsgalati idGintervallumat.

3.) A kisérleti adatok kiértékelése utan egy olyan 0j kutatasi protokoll kidolgozésa,
amely mind vizsgalati id6, mind anyagi keret tekintetében alulmulja az eddigi technikakat.
Tehat egy olyan iparban is hasznalatos protokoll létrehozasa, amellyel gyorsan €s olcson

reprezentalhat6 eredményeket készithetek.



3. Elméleti attekintés
3.1 Aspergillus fumigatus
3.1.1 sejtfal osszetétele

Az Aspergillus fumigatus [1 és b (1,3)-gliikanokat, kitint, galaktomannant, és B (1,3),
(1,4)-gliikant tartalmaz] enzimek koziil pedig, transzglikozidazokat, és glikozil hidrolazt,
amik feleldsek a bioszintézisért és atalakitasért. Az dsszehasonlité elemzés a cella falan

betekintést nyujt a conidium és a micélium patogén szerepébe.

Az Aspergillus lamentous gomba, in vitro és emberi parazita. A gombasejt a sejtfal
funkcionalis és atereszté képességére tamaszkodik. Az A. fumigatus, mint mas patogén
gombak, a cella falan folyamatosan kapcsolatot tart a befogado sejtekkel és fehérjékkel, és
ugy miikodik, mint egy szita, a molekulak pedig ugy, mint egy viztdrozo. A gomba antigénjei
¢és enzimjel, aktiv szerepet jatszanak a fertézésben [1]. S6t, a sejtfal van egy olyan, fizikailag
kemény rétege, amely védi a gombasejtet a kornyezetétdl, kiillondsen a tiidében, ahol a
micélium ¢€s conidial sejtfal jelentds szerepet jatszik a tiido fagocita gyilkos mechanizmusai

ellen.

Az Aspergillus fehérjevizsgalati tanulmanyai arra utalnak, hogy ellentétben az
¢lesztovel, az A. fumigatus sejtfal a fehérjéket nem kovalensen koti, kikotok a sejtfal
poliszacharidok. Az A. fumigatus f6 szerkezeti elemei olyan sejtfal poliszacharidok, melyek
két csoportra oszthatok, attol fiiggden, hogy hogyan oldddnak lugos kdzegben. A lTugos
kozegben féleg a 1 (1,3) — gliikan frakciok oldhatoak, és néhany galaktomannan (W. Morelle
et al. nem publikalt eredmények). Az alkali-oldhatatlan téredék az A. fumigatus sejtfalaban
talalhato, amirdl ugy vélekednek, hogy ez felel a gomba sejtfal merevségéjért, bar még
folynak a részletes elemzések [6]. A Galaktomannan, kitin és a B (1,3)-gliikkan a {6 alkali

elemei az oldhatatlan frakcionak (1. abra).
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1. abra: Poliszacharidok osszetétele az alkali-oldhatatlan frakcié micélium sejtfalaban - A.
fumigatus

A Galaktomannan kdzponti lancolatban 4ll, a mannéz maradvanyok révid
oldallancban, B (1,5) —galactofuran6z maradvanyokkal [7). A linearis B (1,3) / (1,4)-gliikant,
korabban soha nem irtak le gombaknal, de kideriilt, hogy az A. fumigatus 10%-a teljes b-
gliikkan. A Kitin, a galaktomannan ¢és a linearis b (1,3) / (1,4)-gliikan kovalensen kapcsolodik a
nonreducing végén a b (1,3)-gliikan oldallanchoz. A Kitinen keresztiil kapcsolodik A B
(1,4) és a B (1,3)-gliikan. A galaktomannan és a gliikkan érzékeny 6sszekapcsolasa az
acetilozis, arra utal, hogy a galaktomannan a gliikkan 1 (1,6)-on keresztiil kapcsolodik. A
rendelkezésre allo 1 alkalmas endo-mannanaz hianya megakadalyozta a kémiai kapcsolat
azonositasat a kozotti galaktomannan és a B (1,3)-gliikéan kapcsolata kozott. Galactozamino-
galaktant is talaltak a sejtfal alkali-oldhatatlan frakcidi kozott [6]. Ezt heteropolimer
emlékeztet egy hasonld poliszacharidra, amit az A. parasiticus valasz ki [7,8]. Az A.
fumigatus kultaraban, a galaktézamin polimer is megtalalhat6 Ltrate kisérletei szerint,
(Fontaine T., nem publikalt eredmények), ami gyorsan oldddik. a mai napig Nincs bizonyiték
arra, hogy ez a polimer kovalensen kapcsolddik az egyéb sejtfal polimerekhez. A tudomany
jelenlegi allasa szerint az A. fumigatus bioszintézisében el6fordul a szerkezeti poliszacharid.
A conidium sejtfalnal. Erdekes, hogy az alkalmazott modszerekkel valé tanulményozas soran
a conidial sejtfal eltér a micélium sejtfalatol. Habar a cella falan a konidiumok és micélium
szerkezete kiilonbozik (2. abra), nagyon keveset tudunk a conidium poliszacharidok

konstitutiv vegyi szervez6désérdl.. Az A. fumigatus sejtfalanak legkiilsé rétegét az



Osszefonddott conidium jelenléte jellemzi (3. abra). Ez a réteg, amely hidrofob fehérjék bol

all, és hidrofob tulajdonsadgokkal ruhdzza fel a sejtfalat.

Az A. fumigatus konidiumok gén fehérjéit a rodlet RodAp gének kodoljak. Az A.
Fumigatust mar klonoztak és egy mutans kevésbé fert6z6 torzset hoztak létre [9]. Az A,
fumigatus, ekkor rodlet réteg képzodését eredményezi, aminek a vége az, hogy a konidiumok

hidrofilabbak, mint a sziil6i térzs [10].

2. abra

A sejtfal ultrastrukturalis jellemz6i (CW) a micélium (a, b) és conidium (c-€) A.
fumigatus. , c, pasztazo elektronmikroszkopos felvételek,
f, a szén-gyirma, a conidial felszini rodlet szerkezete .Az A. fumigatusra jellemz6 a

melanin komponens [12,13]. A melanin conidiunak nagy szerepe van a sejtfal védelmében a

fagocita reakciokkal szemben a fagoszéman beliil.



3.1.2. Torténelmi perspektiva

Az Aspergillii mindig fontos szerepet jatszott az életben és hatassal volt az emberi
egészségre. Micheli (14) volt, aki 1729-ben az els6 alkalommal készitett egy tanulmanyt ezen
mikroszkopikus penészgombakrol, és képes volt megkiilonboztetni a szarakat (conidiophores)
¢és a spora fejeket. Megfigyelte, hogy a lancok vagy spora oszlopok mintai egy kozponti
strukttrara utalnak, az"Aspergillum" szerint (szent viz), ami egy papnak ismerds volt. Ezért
adta e formaknak ezt a megnevezést. Micheli altalanos leirasa és néhany illusztracio
Rendszertanilag helyes volt az Aspergilii korokozokrol, miszerint 347 fajt képviselnek, és
mint nemzetség, mar régota elfogadottak. Az Aspergillus szerkezetének elsé helyes elemzése
Corda (15) munkéjaban jelent meg, aki leirta és illusztralta tanulmanyait friss anyagokbodl. De
Bary (16) 1854-ben leirta és illusztralta az ascigerous szakaszt (cleistothecia), Eurotium
herbariorum-ben Aspergillus (A. glaucus)- bol. Az elmult 273 évben Micheli munkaja 6ta az
Aspergillusnak jelent6s irodalma gytlt 6ssze. Miutan Barry De és csoportja a kultirak formai
Osszehasonlito vizsgalataba kezdett a korai 1880 —as években, az aspergilli tanulmany nagy
lendiiletet kapott. Kés6bb 1883-ban, Eidam (17) irta le az A. nidulans ascigerous szakaszat.
Wehmer Németorszagban tanulméanyozta az aspergilli biokémiai vonatkozasait (18), €s ez
csucsosodott ki az Aspergillus nemzetség monografiai kozzétételével 1901-ben (19). Thom és
Church (20) 1926-ban megkisérelte, hogy az"A Aspergilli", 6sszes 1étez6 irodalmat
Osszefoglalja és kozzétett egy monografia bemutatot a leirt fajok kritikai feliilvizsgéalatarol. A
fajok szama elfogadott, és a meglévo irodalom meghatarozza a megfeleld kulturakat. 1929-
1930 kozott keriilt megjelenésre Tamiya és Morita (21) hivatkozésa az "Bibliographe von
Aspergillus", érintette az aspergilli nemzetséget. Az Aspergilli szerepét az ipari
feldolgozasban, szerves anyagok lebontasat a talajban, és az emberi és az allati betegségekre
gyakorolt hatasat is egyre inkdbb elismerik. Thom €s Raper (22) egy atfogo6 vizsgalatot
készitett az Aspergillus nemzetségrol, melynek eredményeként kozzétették az "A Aspergilli
kézikonyve"-t 1945-ben. Nyolcvan fajt és 10 fajtat, szedtek 6ssze 14 csoportban. Ezt
kdvetden szamos tovabbi fajt és fajtat irtak le az irodalomban, és szdmosat ascosporic
szakaszaban fedezték fel. Raper(23) 1965-ben megjelentetett egy atfogé monografiai
Osszefoglalast "A Aspergillus nemzetség " cimmel, ami kimeriten leirja az 0sszes akkor

ismert fajt. Szamos tovabbi fajokat és fajtakat irtak le az irodalomban, hiszen 1965.-ben a



Klich és Pitt altal kozzétett laboratoriumi utmutatd azonositasa k6zos Aspergillus fajok voltak
talalhatoak (24). Powell és munkatarsai (25) tették kdzzé az azonos fajba tartozd Aspergillus
taxondmiai, a genetikai, és az ipari alkalmazasat. Legutobbi értekezéseken kiilonb6zo,
egymassal Osszefliggd Aspergillusok jelentek meg az irodalomban (26 - 30). de Hoog et al.
(31) mutatta be leirdsaiban az orvosilag fontos Aspergillus fajokat és illusztraciokat és a

kulcsot az azonositashoz, beleértve a molekuldris jellemzoket.
3.1.3 morfologiai jellemzok

Az Aspergillus nemzetségben abban kiilonbdznek a vezikulak, hogy a konidiofor
hegye (Szar) felduzzadt, csapagyas phialides (metulae), és egy-vagy két sorozat alkotja. A
phialides oszlopos vagy eltérd elagazd lanct konidiumokat alkothat. A konidiumok is
kapcsolodgatnak egymashoz egy kotdszoveti hiddal (disjunctor), amely lehet feltiing, vagy
szinte lathatatlan. A gomba Kolonidk altaldban gyorsan névekvo, porszert, fehér, zoldes-
sarga, barna vagy fekete szintiek. A legtobb Aspergillus faj csak aszexualisan képes
szaporodni; szexudlis allapotat (Teleomorph) csak néhany fajnak ismerjiik. A teleomorph az
Aspergillusnal egy kerek, zart szerkezetli (in. cleistothecium)-ban megy végbe, mellékelve
Szamos ASCI amely tartalmazza az aszkosporakat. Amikor az cleistothecium szétreped, az
ASCI szétterjednek a kornyezetben. A legtobb esetben, ASCI a 8 — sporat tartalmaz. Szinte az
Osszes ismert Aspergillus faj homotallikus cleistotheciat alkot. valtozo a cleistothecia mérete,
szine, alakja és megjelenése a kiillonbozo fajoknal. A cleistothecia kiilsé boritasa egyes
fajoknal pl A. nidulansnal hifak laza halozatabol all, ami elliptikus vagy gomb alakd. A
vesicula sejtek fala nagyon vastag, szinte elpusztitotta a sejtek lumenjét (Hiille sejtek).
Jelenleg mintegy 180 elismert Aspergillus faj van Az. Aspergilli taldn a leggyakoribb csoport
a gombak az ember kornyezetében. Sok faj megtalalhatd sokféle szubsztratummal, mint a
talaj, takarmany termékek, kiilonboz6 tipusu élelmiszeripari termékek, por, és a bomlo
szerves tormelék. Az Aspergillus fajok szerepet jatszanak az Gjrahasznositasban is, szén és
nitrogénforrasok. Az Aspergillus fajok szdmos szerves komponenst emésztenek, pl.. cukrok,
zsirsavak, fehérjék, celluloz, pektin, és xilol (32). Az Aspergillus kolonia morfologiaja a
tanult karakterek koziil a 1égi vagy micélium alakot mutatja, a ndvekedés aranya, a kolonia
megjelenése kiillonbozet abban, hogy nehéz vagy erdsen korlatozott, vagy vékony és diffuz,
egyenletes és teljes vagy szabdlytalanul karéjos vagy belemeriil a texturaba és a felszini

novekedést preferal;.



3.1.4 fumigatus morfolégia

Koloniak nagyon gyorsan terjedtek kozéptavon (5,0-7,0 cm-es 10 nap utan
szobahdmérsékleten), lapos, barsonyos vagy porszeri, alkalmanként floccose. A Conidial
fejek er0sen oszloposak €s kompaktak, sokszor stirtin zstfoltat. A Conidiospdra sima falu,

viszonylag rovid, 300 mm hosszl és 5-8 mm széles, kupola alakt 20-30 mm atmérdji ciszta.
3.2. A pasztazo elektronmikroszkop

A leghatékonyabb legnagyobb nagyitési tartomanyt (10X- néhany 100.000X) atfogo
(folyamatosan megjelenit6) eszkoz a szabad szemmel lathatatlan targyaknak, ill.
targyrészleteknek nagy mélységélességgel €s sztereo jelleggel vald megjelenitésére.

A pésztazo elektronmikroszkop olyan elektronoptikai eszkdz, amely a vizsgalt targy
felszinének meghatarozott teriiletét iranyitott, vékony elektronnyalabbal pontos minta szerint
végigpasztazza, az elektronsugér és a targy kdlcsonhatdsabol szarmazo jeleket erre alkalmas
detektorokkal érzékeli, és ezeket megfelelden feldolgozva, az elektronsugar mozgasaval
szinkronizalva képileg (esetleg mas formatumban, példaul spektrum) kijelzi.(33, 34,35). A
pasztazo elektronmikroszkdpban tombi mintakat, azaz ezek feliiletét vizsgaljuk. Mivel

az elektronsugér és a targy kolcsonhatasaként szdmos, az anyag adott feliiletére jellemzd
tipust jel keletkezik, lehetévé valik a minta kiilonb6z6 tulajdonsagainak képszerii
megjelenitése, vagy a vizsgalt anyag tulajdonsagainak, a vizsgalati teriilet helyének — képileg
is azonosithaté — meghatarozasa. (34) A SEM-et szokas a fénymikroszkdpokkal, (ijabban az
AFM-el 6sszehasonlitani. Nyugodtan kijelentheté azonban, hogy mindezeknek az
eszkozoknek megvannak az egyedi és potolhatatlan funkciojuk és nem konkurensei, hanem
kiegészitdi egymasnak. A SEM-nek folyamatosan valtoztathato a nagyitasa, nagy (nagyitastol
fliggden) a mélységélessége, van elemanalitikai lehetdsége (EDS, WDS esetleg AES), van
szerkezetvizsgélati lehetdsége (EBDS, stb.), egyszerli a mintak eldkészitése, nedves minték,
€16 szervezetek, fagyasztott mintak is vizsgalhatok, a képfeldolgozas és képtarolas lehetdsége

a képalkotas elvébdl kdvetkezik, nanotechnoldgiai megmunkald eszkozként is hasznosithato.
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3.2.1 Torténete

Az els6, pasztazo elektronmikroszkoppal felvett képet Max Knoll (39) készitette
1935-ben egy magas sziliciumtartalmu acél feliiletérdl. (40) A pasztazo elektronmikroszkop
gyakorlati elveinek kidolgozasaban és a minta-elektronsugar kolcsonhatas vizsgalataban
tovabbi uttéré munkat végzett Manfred von Ardenne 1937-ben, (41,42) aki egy brit

szabadalmat is alkotott, (43) &m soha nem készitett miikodo berendezést.

VVon Ardenne 1938-ban egy transzmisszios elektronmikroszkopba pasztazo
tekercseket épitett, igy 1étrehozta az elsd pasztazo transzmisszids elektronmikroszkdpot
(STEM). Az els6, STEM altal készitett kép egy ZnO kristaly képe volt, az lizemi fesziiltség
23 kV, a nagyitas 8000 volt, a térbeli felbontas 50 és 100 nm koz¢ esett. A kép 400 x 400
pasztazott vonalbol all 0ssze, felvétele 20 percig tartott, mivel a filmet a sugarral szinkronban
kellett mozgatni. (44) Az elsé PEM, amivel szilard minta feliiletét vizsgaltak az Egyesiilt
Allamokban az RCA Laboratories-nal miikodott 1942-ben Zworykin (45) és tarsai iranyitasa
alatt. A miiszer elektronoptikdja harom elektrosztatikus lencsébdl épiilt fel, a pasztazod
tekercseket a masodik ¢és a harmadik lencse koz¢ helyezték. Az elektronagyut alulra tették, igy
a mintakamra a kezel6 szdmara kényelmes magassagban helyezkedett el. Ezzel az els
pasztazo elektronmikroszkoppal 50 nm-es felbontast értek el. Az akkoriban gyorsan fejlodd
transzmisszios technika mellett a kutatdk szamara ez az érték nem volt kiilonosebben érdekes,

ezért a tovabbi fejlesztések abbamaradtak. (37)

A pasztazo elektronmikroszkopot Sir Charles Oatley (46) és posztgradualis
tanulmanyokat folytato tanitvanyai fejlesztették tovabb. Az 1940-es évek vége felé Oatley
a Cambridge-i Egyetem Miiszaki Intézetében (Engineering Department of Cambridge
University) az egyetem Fizikai Intézetében a transzmisszios elektronmikroszkopokkal folyo
munkak kiegészitéseképpen a pasztazé elektronmikroszkdpok felé fordult. A munkakat
tanitvanyaval Ken Sanderrel egyiittmiikddve kezdte, majd 1948-ban Dennis McMullannel
egylitt megépitette elsO pasztazo elektronmikroszkopjat. Ezzel a miiszerrel 1952-re mar
elérték az 50 nm-es felbontést, de legfébb eredményiik a napjaink PEM-technologiajat is
jellemz6 harom-dimenzids képalkotas volt. Denis McMullant 1952-ben Ken Smith valtotta,
aki szamos fejlesztést végzett az elektronoptikai rendszeren. A kutatok ekkoriban
gyakorlatilag nem mutattak érdeklddést a berendezés irant, ezért Oatley olyan alkalmazasokat

keresett, amelyekkel reklamozni tudtdk volna a PEM-et. 1955-ben jelent meg elso

11


http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Manfred_von_Ardenne&action=edit&redlink=1
http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Charles_Oatley&action=edit&redlink=1

publikacidjuk, melyben egyértelmiien meghataroztak a PEM lehetséges alkalmazasi teriileteit.

(37)

Fontos Iépés volt Oatley negyedik kutato tanitvanyanak, Everhartnak a fejlesztése, aki
1955-ben kezdett Oatleynél dolgozni. Everhart tovabbfejlesztette a masodlagos
elektrondetektort, megoldasa szerint egy szcintillatort (47) alakitotta at az elektronokat
fotonokka, melyeket egy fényvezeton keresztiil kozvetleniil a fotonsokszorozoba juttatott. Ezt
a modszert kovette 1957-t61 Thornley, attoro jellegii munkajukat a Wide-band detector for
micro-microampere low-energy electron currents (Everhart and Thornley (1960)) cimi
munkajukban publikaltak. (48) Az elektronsokszorozo helyettesitése az 1j
szcintillator/fotonsokszoroz6 kombinacioval megnovelte a gyiijtott jel mennyiségét és

javitotta a jel-zaj aranyt.

Uj alkalmazasi teriileteket nyitott meg Gary Stewart, aki egy ionagynt illesztett a PEM
mintakamréjéhoz, igy lehetdvé valt a minta ionokkal térténd bombazasa. Kutatasainak
befejezése utan Stewart a Cambridge Instrument Company munkatarsa lett, ahol részt vett az
elso kereskedelmi forgalomban kaphat6 pasztazé elektronmikroszkop kifejlesztésében. A
berendezésnek a Stereoscope nevet adtak. A munkat 1961-ben Alec Broers (49) folytatta, aki
tovabb fejlesztette a miiszer ionsugar-optikdjat, és a felbontds novelése érdekében egy

magneses objektivlencsét adott a rendszerhez. (37)

A Cambridge-i Egyetem Miiszaki Intézetében 1960-ban sikeriilt el6sz6r elérni a 10
nm-es felbontast Fabian Pease (50) berendezésével, ami egy teljes mértékben magneses

lencsékbdl allo berendezés volt. (44)
3.2.2 A pasztazé elektronmikroszkop optikai rendszerének felépitése

A mikroszkopos kép a targyra vonatkozé informaciokat hordozza. A mikroszkop
segitségével megismerhetd a targynak és részleteinek: jelenléte, alakja, mérete,
elhelyezkedése. Informacioelméleti szempontbdl: targy— a bemend jel, kép — a kimend jel

(szemiinkkel detektaljuk)

Mig a hiradastechnikaban fenti jelek idében kdvetik egymast, addig a mikroszkop
targya térben elrendezett elemekbdl all. Ezt a pasztazés elve segitségével iddben egymast

kovetd elemekre bontjuk fel, hogy azutan a végsé megjelenitéskor ismét dsszeépitsiik.
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A fénymikroszkdpi kép esetében az informacidkat a fényhullam hordozza: az
elektronmikroszkdpok esetében (tipusuktol fiiggetleniil) egy adott, a nagyfesziiltség altal
meghatarozott hullamhosszal vizsgalunk, azaz egyszinli képet kapunk. Mig a szem a
frekvenciat (a szint) és az intenzitast (az amplitad6 négyzetét) képes észlelni a szcintillacios

képernydn csak az intenzitas kiilonbségek segitségével vizsgalunk.

A kép ereje abban van, hogy elemeit egyidejiileg latjuk. A képek mindségét kiillonbozo
fogalmakkal jellemezziik. A képen egy részletet (foltot) akkor észleliink, ha az a
kornyezetétol vilagossag (vagy szin) tekintetében eltér. Ezt az elkiiloniilést kontrasztossagnak
nevezziik. A hirtelen atmeneteket nevezziik a kép €lességének. A részletek szélei a konturok.
A kép kielégito élességét a kontur €élességbdl allapitjuk meg. A kozeli és tavoli targyrészletek
¢lessége a mélységélesség. Fontos szerepe van a plasztikussagnak, amit arnyékhatassal
novelhetiink. Mindezen minden mikroszkopi eljarasnal érvényes kifejezéseknek a pésztazo
elektronmikroszkop esetében kiilonleges tartalma van. Az alabbiakban néhany fogalmat a

pasztazo elektronmikroszkop szempontjabdl értelmeziink:

Felbontoképesség: Erzékszerviink a szem teljesitménye korlatozott. Egy targy két
szomszédos részletét, ha a beldliik jovo fénysugarak 1 szogpercnél kisebb szdget zarnak be,
nem tudjuk feloldani. A pasztazé elektronmikroszkdp esetében a felbontoképesség az
elektronnyaldb méretének a fliggvénye. A nyalabatmérd, csokkentése azonban az nyalabaram
csokkenésével jar egylitt. Ez pedig egy kritikus hataron til egy zajos képet eredményez. A

kiilonboz6 pasztazo elektronmikroszkopos eljardsoknak kiillonbozd az aramigénye.

Az elektronforrasok fényessége: a katddok mindségének javitdsaval ndvelhetd. a

katodok mindségének javitasa azonban megkodveteli a vakuum javitasat is.

A szférikus aberracios koefficiens. (Az elektromégneses lencséknél is megtalalhatok a

lencse hibak: a szférikus aberracio, a kromatikus aberracio €s a diffrakcios hiba.)
Meélységélesség: a mélységélesség annal nagyobb mennél kisebb a nagyitéas. A kép
nagyitasat a katddsugarcsd képernydjének szélessége €s a mikroszkodpban pasztazott teriilet

sz¢élességének hanyadosa adja meg. Adott nagyitdson a nyaldb széttartasat az objektivblende

sugara és a munkatavolsag hatdrozza meg.

Kontraszt: Két képpont kozotti kontrasztot a két képpontbol érkezd jel intenzitasa

hatarozza meg.
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3.2.3 A pasztazo elektronmikroszkop felépitése és legfontosabb részei

A pésztaz6 elektronmikroszkop, mint altaldban az elektronsugarral dolgozo
berendezések vakuumban dolgoznak. A vakuumra nemcsak az elektronsugar eléallitasa és
akadalytalan terjedése érdekében van szilikség, de a minta szennyezddésének elkertilése
érdekében is. A vakuumtéren beliil taldlhat6 az elektronforras (katdd), az elektronok
iranyitasaban szerepet jatsz6 Wehnelt henger (apertura) és anod, a fokuszalast végzo
elektromagneses kondenzor lencse, a lencsehibakat korrigalé stigmatorok, az elektromagneses
objektiv lencse, az eltérités céljait szolgald magneses tekercsek, a mintatarto €s a kiilonb6zo
jeleket felfogo detektorok. Az elektronikus egységeknek: Az elektronforrast biztositd
nagyfesziiltségli tapegységnek, a lencsék dramat biztositd egységeknek, a pasztazast iranyitd
generatoroknak, tovabba a jel erdsitésére és a jelek TV képerny6n torténd visszajatszasara
szolgalo egységeknek mind nagyon fontos a szerepe. Mindségiik és paramétereik hatarozzak

meg a képalkotds mindségét.

3.2.4 A targy és az elektronsugar kolcsonhatasa

Mikroszkép

Féryrabroadip Traraarsaasta Phazias Thszondas paAs2iaz O miliorosz kopok

- St 2o a

I 1

As Pdazias
- » - S—— - Pa
e [ MEBe  mgurarscp S
<> E E

.

)

3. abra

A targy és belelitkoz0 elektronsugarak kolesonhatasabol a targy vizsgalatahoz —
kiilonbozé mddokon, és a targy eltérd tulajdonsagaihoz igazodd miiszerkombinacidkkal — a
kovetkez0 jelek hasznalhatok fel: (5)(52) A targyon athatolt elektronok egy része véltozatlan,
egy résziik eltériilt, egy résziik lelassult. Ezeknek az igen vékony targyak (ultravékony
metszetek) vizsgalatanal, a TEM-os kép alkotasanal van dontd jelentdségiik. Az indukalt
elektromotoros erdt €s az abszorbedlt elektronok altal keltett aramot félvezetok vizsgalatara
hasznaljak. A felszini topografia tanulmanyozasara a néhanyszor 10 nanométer (10~° m)

mélységbdl szarmazo kis energidju (néhanyszor tiz elektronvolt) szekunder elektronok, vagy a
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nagy energidju (akar tobb tiz kiloelektronvolt energidju) visszaszort elektronok szolgalnak. A
gerjesztett allapotbdl alapallapotba torténd visszatérést kdvetd elektromagneses sugarzasok,
mint a néhany pm mélységbdl szarmaz6 karakterisztikus rontgensugérzas, vagy a néhany
elektronvolt energiaji katodlumineszcens sugarzas, a néhany atomsornyi mérett rétegbdl
szarmazo6 néhanyszor 100 elektronvolt energiaju Auger-elektronok (a szekunder elektronok
specialis fajtaja) analizise morfologiai, elemi 0sszetétel vagy kristalytani szempontbdl nyujt

felvilagositast a vizsgalt mintakrol.
3.2.5 Nagyitas

A pasztaz6 elektronmikroszkop nagyitisa akar 5-6 nagysagrendben is valtoztathato, a
kortlbeliil 10-szerestdl az 1 000 000-szoros nagyitasig. Az optikai és a transzmisszios
elektronmikroszkdpoktol eltéréen a nagyitast nem a targylencse nagyitasa hatarozza meg. Bar
a pasztazo elektronmikroszkopokban is lehet kondenzor és targylencse, szerepiik nem a targy
leképezése, hanem a sugarnak egy pontra fokuszaldsa. Feltételezve, hogy az elektronagyti
elegendden kicsiny atmérdjii sugarat képes kibocsatani, a pasztazo elektronmikroszkop
elviekben képes lenne kondenzor és objektivlencse nélkiili miikodésre, bar ekkor nem lenne
tilsagosan flexibilis, és nem lenne képes nagy felbontast elérni. A nagyitast a PEM-ben a
mintat letapogato raszternek és a kijelz6 méreteinek aranya hatarozza meg. Feltételezve, hogy
a kijelzésre hasznalt képernyd mérete adott, nagyobb nagyitas a raszter méretnének
csokkentésével érhetd el, illetve forditva. Emiatt a nagyitas az x, y pasztazo tekercsekre adott

arammal, vagy az X, y eltéritd tekercsekre adott fesziiltséggel valtoztathato. (56)(57)
3.2.6 A pasztazo elektronmikroszkop felbontasa

A pasztazé elektronmikroszkop térbeli felbontdsa a mintat érd elektronnyalab
atmérojétol fligg, ami viszont részben az elektronok hulldmhosszéatdl részben a pasztazod
sugarat 1étrehozo elektronoptikai rendszertdl fiigg. A felbontast korlatozza nyalab-minta
kdlcsonhatési térfogat illetve az, hogy ez a térfogat milyen mértékben 1ép kdlcsonhatasba a
nyalabbal. Mind a sugar &tméréje mind az interakcioba 1ép0 térfogat nagy az atomok kozotti
tavolsaghoz képest, igy a PEM felbontasa a rovidebb hullamhosszisagu (vagyis nagyobb
energiaji) transzmisszios elektronmikroszkopéval (TEM) ellentétben nem elegendden nagy
az egyes atomokrol torténd képalkotashoz. A PEM-nek vannak viszont eldnyei, példaul az,
hogy a mintanak relative nagy feliiletét képes leképezni, nemcsak vékonyrétegekrdl, hanem

vastagabb anyagokrdl is képes képet alkotni. A miiszertdl fiiggden a felbontas 1 nm és 20 nm
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koz¢ eshet. 2009-ben a legnagyobb felbontasu 0,48 nm volt 30 kV mellett (Hitachi S-
5000).(56)

3.2.8 Képtorzité hatasok

A mintatartok altalaban 45°-o0s dontése kovetkeztében egy pld szimmetrikus kocka
racs esetében horizontalis irdnyban 1/cos 45°-szoros rovidiilés all el6. Hasonloképpen a
képen beliil kiillonb6zé mértékben okozhat nagyitasbeli kiilonbségeket egy kiilsé magneses tér
hatasa is. A késziilékek kiilonb6z6 hibaibol ered6 zavarok Az elektronforras, azaz altalaban a
wolfram szal nem kell6 felflitése csak ugy, mint talfiitése egyarant a képmindség romlasdhoz
vezet. Eppen ezért nagyon fontos a fiitészal optimalis beallitasa. A késziilékek tisztitasat
kdvetden nagyon fontos, hogy az objektiv aperturat mechanikai centralassal a polussaruk
kozepére illessziik és hasonloképpen az elektron-sugarnyalab szempontjabdl is centraljuk csak
ezton nyerhetiink asztigmatizmustol mentes nagyfeloldasu felvételeket. Nagyon fontos a
szekunder elektron detektor €s a katodsugarcsé nagyfesziiltségének adott nagyfesziiltségébol
eredo toltddések és kistilések elkeriilése, a vezetékek és szerelvények kontaktusainak

zavartalan miikodése, az esetleges szennyezédések (pld. por) eltavolitasa.

3.29. A pasztazé elektronmikroszkéop elényei és korlatai a felszinek

szerkezetének vizsgalataban

Anyagfelszinek vizsgalatara fénymikroszkopon fels6é megvilagitast
optikakkal, transzmisszids elektronmikroszkopon pedig a felszinrdl készitett lenyomatok
(replikak) kozvetitésével van lehetdség. A fénymikroszkop szerényebb felbontoképessége
mellett azzal az elénytelen tulajdonsaggal is bir, hogy mélységélessége igen korlatozott. Ha
példaul a fénymikroszkdp 1um-es felbontassal dolgozik (azaz az alkalmazott optika nagyitasa
100-szoros), mivel az objektiv altal latott részleteket minimalisan az emberi szem
felbontoképességének hataraig kell nagyitani (100x1um = 0,1mm), az optikai tengelyre
merdlegesen elhelyezkedd kb. 1um mélységii térrészlet lathato egyszerre élesen: azaz a
mélységélesség és a felbontoképesség tavolsagban kifejezve azonos nagysagrendiiek. A PEM
mélységélessége ilyen felbontasnal 7000 um=7 mm is lehet, de még 10 nm-es vagy jobb
felbontasnal is tobb szdzszorosa a mélységélesség a feloldas tavolsagban kifejezett értékének.
A fentiek szemléltetésére: ha a PEM-on 100-szoros nagyitasban egy 1x1 mm-es anyagfelszint
vizsgalunk, egy latotéren beliil akar 7 mm mélységkiilonbségli mintarészek is egyszerre

lathatok élesen. FM-on ezt 7000 egymas folotti latotér atnézésével helyettesithetjiik. Ebbol
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kovetkezOen egy mélységében erdsen tagolt felszin vizsgéalatanal még az FM nagyitasi
tartomanyaiban is eldnydsebben haszndlhaté a PEM. Kiilondsen fontos a nagy
mélységélesség, ha nem csupén a vizualis megfigyelés, hanem a felvételeken valo
dokumentalas is célunk. Ez utobbinal a PEM olyan lehetdséget ad, ami a FM-nal a kis
mélységélesség miatt nem oldhatd meg: ez pedig a nagy nagyitasu sztere6-képparok
készitése. A felszinek vizsgalatanal a PEM-okkal — a legjobb felbontoképességet biztositd
szekunder elektron iizemmoddban sem lehet elérni a TEM-ok felbontdképességét. (Ezek ma a
kereskedelmi forgalomban — elfogadhat6 aron — kaphat6 késziilékeknél 3—1 nanométer
felbontas koriil jarnak.) Ez fiigg a vizsgalt anyag tulajdonsagaitol is. Ha a vizsgalt anyag jol
vezetd fém, csak tisztitasra és megfeleld vizsgalati felszin kialakitadsara van sziikség, igy a
PEM-ok vagy a hozzéjuk csatlakoztatott analizatorok tulajdonsagai kdzel maximalisan
kihasznalhatdak. A nem vezetd — igy a biologiai mintdk — esetében viszont a torzitdsmentes
szaritas (58) mellett a vezetoképességet javito eljarasok (ami a leggyakrabban
vakuumg6zoléssel torténd (59) egyenletes vezetoréteggel vald beboritast, vagy kiilonleges
kémiai kezelést (60) jelent), valamint az, hogy a mintak vakuumtérben vizsgalhatoéak, nagyon

bonyolult, eszk6z- és munkaigényes el6készitési eljarasokat igényelnek.(51)(61)
3.2.10 A targyfelszinek megfigyelése és fényképezése

Az anyagok megfigyelésére hasznalt pasztazosebesség — késziiléktipustol fliggden —
kiilonboz6 hatarok kozott valtoztathatd. Dinamikus folyamatok megfigyeléséhez vagy
mikromanipulacidhoz gyors, a tv-technikdban hasznalatoshoz kozeli pasztazosebesség
szlikséges. Nagy pasztazosebesség esetén a primer sugar csak igen rovid ideig keriil
kolcsonhatasba az anyagfelszin egyes pontjaival, igy az emittalt szekunder elektronok
mennyisége kevés a jo képalkotashoz: rossza jel-zaj viszony. J6 felbontast viszonylag lasst
(10-50 masodperc képmezdnként) pasztazosebességnél lehet elérni.(37) Az optimalis hasznos
nagyitashoz egy meghatarozott optimalis latotér is tartozik. Ez az a legnagyobb felszinrészlet,
amely még a legjobb felbontas mellett vizsgalhatd. A felbontds maximuma ilyen €s ennél
kisebb felszinrészletek vizsgalatanal érhetd el, ennél nagyobb felszinek csak rosszabb
felbontassal vizsgalhatok. A megfigyelt képek dokumentalasa legaltalanosabban fotdzassal
torténik. A megfigyeléshez egy hosszl utdfénylésii fluoreszcens bevonattal ellatott
katodsugarcsd szolgal, igy azon még kis pasztazdsebesség mellett is egységes kép all ossze.
Az ezzel egyiitt vezérelt — fotdzasra szolgald — cs6 rovid utofénylési, igy azon mindig csak az
aktudlisan pasztazott vonalszeri teriiletnek a képe fut. Mivel az expozicios 1d6 egy komplett
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tertilet pasztazasi idejének felel meg, a kép a fényérzékeny anyagon is egységessé all 6ssze. A
PEM-ok targyasztala bizonyos hatarok kozott forgathat6 és donthetd. Ez utobbi lehetdséget ad
arra, hogy ugyanazon teriiletr6l egymast kovetéen megfeleld szogeltéréssel két felvétel
késziiljon. Az igy kapott sztereo-képparok szterednézon keresztiil szemlélve ténylegesen

térhatasu képeket adnak.
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4. Anyagok és Mddszerek
4.1 Mintakészités és mintapreparalas

Mivel a pasztaz6 elektronmikroszkopot igen széles korben alkalmazzak a preparacios

technikéknak is igen nagy a valtozatossaga.
A mintakészitésnek harom alapelve van:

1. A minta feliilete mindig tiszta kell, legyen. A SEM a minta feliiletét vizsgalja ezért
akarmilyen modon allitottuk el6 a feliiletet: toréssel, polirozassal vagy vagassal,
gondoskodnunk kell a feliilet tisztasagarol. A polirozashoz vagy vagashoz célszer(i a mintdkat

beagyazni.

2. Mindig a minta eredeti allapotanak megdrzésére kell, torekedjiink. Figyelembe kell
venniink a vakuum okozta esetleges zsugoritd, szaritd hatasat is. Ennek kivédésére szilard

anyagok esetében is alkalmazhatunk gyorsfagyasztast.

3. El kell keriilniink a minta elektrosztatikus felt6ltddését. Mintankat elektronsugarzas
éri, amelynek hatasara az elektronok egy része abszorbealodhat. Amennyiben a minta rossz
vezetd, helyileg elektrosztatikus feltdltddés allhat eld. Ez a feltdltddés hibat okozhat a
megfigyelésben. Az elektromos feltdltddéssel szemben, tovabba a jo kontraszt hatasok elérése
érdekében alkalmazzuk a minta vékony vezetd réteggel (szén €s/vagy fémréteggel) vald
bevonasat. Erre a célra a hagyomanyos vakuumparologtatod berendezések. Ezekrdl a
késObbiekben sz6 lesz. A feltdltddést gatolja a kisfesziiltséggel vagy a szokdsosnal keveésbé jo

vakuumfeltételek mellett végzett vizsgalat is.
4.2 A képminéségét meghatarozo legfontosabb tényezék

A mai egyre kdnnyebben kezelhetd és egyre jobb mindségl felvételek készitésére
alkalmas berendezések esetében is a j6 mindségl felvételek készitéséhez tudatosan kell a
berendezés miikddtetésénél hasznositani a berendezés felépitésébdl és a fizikai alapokbol

kovetkez6 ismereteket.

A munkatévolsag €s az objektiv apertura szerepe a munkatdvolsag csokkentése noveli
a feloldast és a mélységélességet. Az objektiv lencse aperturajanak idealis méretét a
kiilonboz6 feladatok hatarozzak meg. Kis atmérdjii apertarat akkor valasztunk, amikor nagy
feloldast és mélységélességii szekunder elektron (SEI) felvételt szeretnénk késziteni. Ezzel
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szemben visszaszort elektron felvételek (BEI) és karakterisztikus rontgensugarakkal végzett
elemanalitikai felvételek esetében a nagyobb aram elérése érdekében nagyobb atmérdji
objektiv aperturat alkalmazunk. Ez a nagyobb atmérdjii apertura azonban értelemszeriien csak
kisebb feloldas és kisebb mélységélesség elérését teszi lehetdvé. Az asztigmatizmus hatdsa
Az elektromagneses lencsék anyaganak mindsége ¢s megmunkalasanak precizitasa
befolyasolja a 1étrehozott magneses erdtér erdsségét és szimmetrikussaganak mértékét. A
polussaruk tokéletlenségei asztigmatizmust okoznak, ezt korrigalhatjuk a stigmator
gombokkal az x és y tengelyek iranyaban. Az asztigmatizmus mentességet akkor értiik el, ha
mar viszonylag nagy nagyitasnal (10.000 X) az objektiv lencse ala, illetve folé fokuszalasanal

nem tapasztalunk egyiranyt defokuszalodast.
4.3 A képek kontrasztossaganak és vilagossaganak idealis mértéke

A képek kontrasztossaganak és vilagossaganak megvalasztasa mindig az adott
topografiatol fliggd kompromisszum eredménye. Csak a gondosan megvalasztott feltételek
hozzak ki kelld plasztikussaggal a feliilet részleteit. A rontgenfelvételek expozicios idejének
megvalasztdsa Mig a SEI és BEI felvételeket altalaban egy 50 vagy 100 szekundumos
expozicidval fényképezziik, rontgenfelvételek esetében hosszabb, gondosan megvalasztott
idoket kell alkalmaznunk. Kiilsé méagneses terek ¢s mechanikai rezgések hatasa. A felvételek
mindségét kiilsd magneses terek és mechanikai rezgések egyarant karosithatjak. Ezek
elmosodott konturokat €s cakkossagot eredményezhetnek. Ezért a késziilékek telepitésénél

fenti hatasok kikiiszobolésére komoly gondot kell fektetni.
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5. Eredmények

A pésztazo elektonmikroszkopot a megfeleld szakmai segitséggel dsszedllitottuk.
Ezutan kovetkezett az irodalmi, mechanikai attekintés, a hibak kijavitadsa. A 2 honapos
betanulasi folyamatom végére képes voltam onalléan miikodtetni a SEM-et, megtanultam az
olyan alapvet6 funkcioktol kezdve, mint a mintacsere, egészen a bonyolult folyamatokig
kezelni a gépet. Miutan képes voltam az 6nall6 munkara, elkezdtiink az alapvetd fotdzasokat,
mintakiértékeléseket. Itt jottek eld azok a hibak, amikre szamitottunk is. A legnehezebb
dolognak a filament beallitasa bizonyult, ugyanis rovid idén beliil tobbszor is kiégett, és
cserélni kellett. Sajnos ennek a hibanak az okat nem talaltam meg. Ezutan kovetkezett be az a
hiba, ami 1,5 honapra allitotta le a pasztazoé elektronmikroszkop miikodését, €s mint utolag
kidertilt ez okozta a filament kiégését is. Az egyik panel egyik reléje zarlatos lett. A 17 panel
Osszes reléjének ellendrzése utan kijavitottam a hibat, ezutan tudtam visszatérni a kisérlet
Iényegi részéhez. Mivel a zarlatos relét kicseréltiik, a filament is jo1 miikodott, ami sokkal
szebb képek elkészitését eredményezte. A témavezetom beleegyezésével a 4 honapos

betanulasi folyamat utan elkezdtem a kiséretes munkat.
5.1 fotézas

Vizsgalatom soran szamos fixalasi technikaval probalkoztam az Aspergillus
nidulansnal a legpontosabb kép elérése érdekében, a legjobbnak mégis a széritas bizonyult.
Az Aspergillus nidulanst tehat 12 h szaritas utan tettem be a mikroszkdpba, €s miutan a
beallitasokat elvégeztem, megkezdtem a fotozast. A fotézasok soran figyelembe kell, venni,
hogy mivel bioldgiai mintardl van sz6, a minta még a legjobb bedllitdsok esetén is hamar
feltoltddhet, eléghet. Ezért a fotdo mindsége érdekében gyors, preciz munkara volt sziikség. A
fotdzas soran tobb gigabajtnyi anyag gytilt 6ssze, melyekbdl a legjobbakat kivalogatva

kovetkezhetett a képek elemzése, az eredmények kiértékelése.
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4. abra: Lizalt Aspergillus nidulans képe 6tszazas nagyitason

5. abra: Lizalt Aspergillus nidulans képe 6tszazas nagyitason

6. abra: Lizalt Aspergillus nidulans képe ezres nagyitason

22



7. abra: Lizalt Aspergillus nidulans képe ezres nagyitason

8. abra: El nem lizalt Aspergillus nidulans képe Gtszazas nagyitason
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9. abra: El nem lizalt Aspergillus nidulans képe 6tszazas nagyitason

10. abra: El nem lizalt Aspergillus nidulans képe ezres nagyitason
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5.2 digitalis képanalizis

A digitalis képanalizis soran egy szdmitogépes programmal elemzem azokat a
képeket, amiket a SEM készitett. Az elemzéshez Fiji programot hasznaltam, mely szdmos

elénnyel rendelkezik
e ingyenes program
e Javaalapu
e Legelterjedtebb képformatumokat tamogatja pl.: jpeg, bmp
e Alapvet6 képfeldolgoz6 miiveletek elvégezhetdek
e Tetsz6legesen bovithetd plugin-okkal, makrokkal

A Sejtfal kijeldlés soran a gomba hifa sejtfalat mint €lt detektalhatjuk, majd a
Hisztogram kiegyenlitéssel a kontrasztot noveljiik a képen. A kontraszt beallitasahoz a kép

hisztogramjat hasznaljuk.

11. abra: Eredeti kép
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12. abra: Elek detektaldsa

13. abra: Eredeti kép
Ezutan kovetkezik a thresholding, mas néven a kiiszobolés:
Szintén egy alapvetd képfeldolgozasi modszer

Foreground/background elvélasztast tesz lehetdvé és igy csak a kép bizonyos részeire

koncentral
Ennek eredménye a binaris kép

Segitségével a képet eld tudjuk késziteni tovabbi mérésekre
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14. abra: Hisztogram kiegyenlités

15. abra: Binaris kép
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A kapott adatokat grafikonos formaban prezentaljuk

Sejtfal és hifa terulet aranya a
kontroll és lizalt esetén
50
40
=30 -
Q
=
E 20 - .K_Drj
10 - WLiza
D ]
500x 1000x 2000x 5000x
Nagyitas
1. grafikon

A lizalt sejtfal teriilete osztva a kontroll sejtfal teriiletével kiillonboz6 nagyitasokon.
Ebbdl azt lehet lesziirni, hogy a lizalt sejtfal teriilete 500-as nagyitason a legnagyobb, a
kontrollhoz viszonyitva, ami indokolja az adott nagyitason torténd tovabbi vizsgalatokat.
5000-es, illetve tovabbi nagyitason a vizsgalatok mar nem indokoltak, mert a teljes hifa nem

fért bele a vizsgalando térbe.
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Sejtfal keriilet lizalt/kontroll
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2. grafikon

A lizalt sejtfal Keriilete osztva a kontroll sejtfal Keriiletével kiilonboz6 nagyitasokon

szignifikans valtozast nem tapasztaltunk.
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6. Osszefoglalas

Kutatasomban célul tiiztem ki az Aspergillus nidulans bemutatasat, autolizisének
képelemzését, a pasztazo elektronmikroszkop, mint képalkotasi eszkdz jelentdségének

felmérését, bemutatadsat a modern kutatasban és az azzal alkotott képek kielemzését.

Irodalmi attekintéseim igazoljak, hogy az Aspergillus nidulans az egyik legrégebben
hasznalt és legismertebb modellszervezet, illetve a pasztazé elektronmikroszkop képalkotasi
technologiaja illetve a képelemezési eljarasok elengedhetetlenné teszik az eszkozt az ipari
kutatas mellett a biotechnologiai kutatasban és fejlesztésben. Figyelembe véve azt, hogy a
modellszervezetet képalkotés és képelemzés szempontjabol 6tszazas illetve maximum ezres
nagyitason lehet atfogoan megvizsgalni és bizonyitottan ezen nagyitasok a legalkalmasabbak
a gombak tovabbi kutatatasara illetve azt, hogy egy bejaratott protokollal a gombahifa

vizsgalatok ideje a toredékére csokken.

Prezentéltuk a képelemzési technikék fontossagat, ezen feliil grafikonokkal illetve
abrakkal timasztottuk al4 azt a feltételezést, hogy a fent emlitett nagyitasok a

legalkalmasabbak a vizsgalatokra képelemzés szempontjabol is.

A képelemzéssel egy idOben a fizika tanszékkel kardltve belekezdtiink egy olyan
vakuumszivattyl épitésébe, aminek létrejottével az sszes biologiai minta vizsgalhato lenne
pasztazo elektronmikroszkopban. Ezzel a két eszkozzel a jovOben egy olyan kutatasi protokoll
kialakitasara késziiliink, ami hihetetleniil meggyorsithatja az 6sszes biologiai mintak feliileti

vizsgalatat, ezzel nagy elényt Szerezve a piacon.

Es végiil, de nem utolsé sorban, sikeriilt kidolgoznom mind a képelemzésben mind a
képalkotasban egy olyan 11j és egyedi protokollt az adott modellszervezetre nézve, ami képes
24 ora alatt eredmény produkalni és rendkiviil koltséghatékony. Az eddig eljarasoknal sokkal
gyorsabb és olcsobb protokoll bevezetésével is sikeriilt fejlesztenem a képelemzést és digitalis

képalkotast a biologiai kutatasok teriiletén.
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