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Tanczos Bence: Fény-, és elektronmikroszkopos preparativ modszerek

1. Bevezetés

Ezen jegyzetem célja bemutatni nagy vonalakban, hogy a mai szdvettani, illetve
mikroszkopos kutatdsi munkalatok koziil, milyen eljarasokkal dolgoztam az évek alatt, ezek az
eljarasok milyen szerepet tolteneck be abban, hogy egy adott minta (legyen az szOvetminta,
sejttenyészet, stb.) milyen fazisokon megy végig a makroszkdépos megfigyeléstol, az

ultrastukturalis elemzésig, és kiértékelésig.

Bemutatom mind a klasszikus, mind az elektronmikroszkdpos minta kimetszés, fixalas,

beagyazas, festés, és kiértékelés altalanos modszereit, és leirom sajat tapasztalataim is.

Ezen bevezetd utdn ratérnék majd a kiilonbozd preparativ fazisok kifejtésére
részletesebben. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy mindkettdé mikroszkopos eljards nagy
pontossagot, és odafigyelést igényel, igy elkeriilendd a miitermék (artefactum®) képzoédése, ami

hamis informacidkkal szolgalhat, és rontja a kapott prepardtum mindségét is.

Végiil pedig ratérek majd, az igy elkészitett preparatumok mind fény-, mind

elektronmikroszkopos vizsgalatara, és kiértékelésére.

1 Artefactum (lat.) Miitermék. mesterségesen létrehozott anyag vagy elvaltozas, pl. mikrobiologiai festések

alkalmaval keletkez6 olyan részecske, amely a festés melléktermékeként all el6, de a festendd objektumnak nem
része.
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2. Kifejtés

Az egész folyamat, mint minden tudomanyos munka alapja, hogy eldre eltervezziik,
fejben végigvissziik, hogy milyen Iépéseket szeretnénk végrehajtani. Majd ezeket rogzitjiikk egy
elozetes kisérleti tervben, amihez mindig hozza tudunk nyulni, ha valamikor elakadunk.

Opcionalis ugyan, de hasznos, ha a hasznalando recepturakat is rogzitjiik a kisérleti tervben.

Majd miutdn Osszedllt az eljards elméletben, elkezdjik a féazisokat Iépésenként

végigvinni.

3.1 Minta kimetszése:

Itt meg kell allapitani, hogy milyen mintaval fogunk dolgozni, és hogy az milyen mdédon
szeretnénk eltavolitani a testbol. Tobbféle modszer 1étezik. Ide tartozik a standard biopszias
mintavétel, ami mutéteknél gyakori. Tovabba a hagyomdanyos szdvettanban elfogadott minta
Kimetszési modszer is, amit holt testeken szoktak alkalmazni. Ennél fontos, hogy szakszeriien,
éles, és tiszta eszkozokkel, azokat rendeltetésszerlien hasznalva tarjuk fel a tetemet. A gyorsasag
is fontos, tekintve a test a haldl bedllta utdn azonnal bomlasnak indul, és olyan biokémiai utak
aktivalodnak, amik mindig rontjak a szévetek, szovetminta allapotat. Ertem ez alatt a hipoxias
sokkot, az ozmotikus viszonyok megvaltozasat, az anyagcsere folyamatok leallasat. Tovabba
fontos megjegyezni, mivel a vér aramlasa megall, és az elkezd megalvadni, a vér fixalasa, vagy

ha az barmilyen szempontbdl zavarna a tovabbi vizsgalatokat, annak eltavolitasa fontos!

A vizsgéland6 szovetbdl mintat vesziink, mégpedig gy, hogy vagy az egész szervet

eltavolitjuk, vagy az adott mintat, és az azt koriilvevo részt.

14



Tanczos Bence: Fény-, és elektronmikroszkopos preparativ modszerek

3.2 Minta kimosasa, és fixalas:

Miutan a vizsgalandé szovetmintat eltavolitottuk a testbdl, a minta fixalasa, és kimosasa
1étfontossdg a munka pontos, és preciz elvégzése érdekében. A vértél meg kell szabadulni, ha
megkivanja a munka, mert sok esetben a bomlastermékei elszinezddést, zavart okozhatnak a

festésben. Ezért alakultak ki a fixalasnak eltéré modszerei, amik az adott mintdhoz illeszkednek.

A két modszer amit megkiilonboztetiink, a perfuzids, és az immerzids fixalas. Az
immerzids modszer 1ényege az, hogy a mintat belemeritjiik a fixalo szer 5-7 szeres tobbletébe.
Ezzel azt érjiik el, hogy a minta amig lebeg a fixalo szerben, addig fixalodik, lassan, kiviilrol
befelé penetrdlva (atjarva) a mintat halad a fixativ anyag. Pont ezen oknal fogva a nagyobb
méretli, vagy bomlasra hajlamosabb (pl.: agyszovet/idegszovet) szoveteket, perfizids fixalassal
rogzitjik.

A perfuzids fixalas lényege ez, hogy az adott szovetet, az ¢l6lényben hagyjak a fixalas
ideje alatt. Itt ugyanis az torténik, hogy az érrendszerben keringd folyadékot lecserélik a fixalo
szerre. Ez koriilményesebb, nagyobb precizitast, jobb felszereltséget, €s nagyobb tapasztalatot
igényel mint az immerzids eljaras, de sokkal szebb, és alaposabb mddszer is. Perfuzios fixalasra
O példa az intrakardialis perfizios fixalas, amikor az adott egyed vérét, a szivbe vezetett kaniilok

segitségével lecserélik pufferelt fixalo szerre.
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Fontos még itt megjegyeznem, hogy a puffereknek, illetve a pufferelt fixalo szereknek
kiemelt fontossagot kell tulajdonitanunk, hiszen a puffer rendszerek 6vjak meg az ozmotikus
sokktol a szovetet. Mint eddig lathattunk, a bomlasi folyamatokon kiviil, a mikrobidlis emésztés
mellett, az ozmotikus viszonyok megvaltozas is negativ hatdssal van a szovetminta mindségére.
Tekintve a sokkhatds amit a minta elszenvedhet, ha nem pufferelt rendszerbe tessziik a pufferelt
szervezet utan, tonkreteszi szubcellularis szinten, ami kihat(hat) a mikroszképos kép mindségére

is.

Klasszikus szOvettanban az immerzids fixalas a kozkeletli, ezen belil is a 4%-0S
formalinos? fixalas. Ennek tobb valfaja is 1étezik. A 4%-o0s paraformaldehid® oldatot (a formalint
mar nem hasznaljak kezelhetetlensége, ¢s nagyfoku citotoxicitdsa miatt, helyette a polimerjét:
paraformaldehidet hasznalnak) nem sziikséges pufferelni, mert ez a koncentraci6 dnmagaban
fiziologiasnak szamit ozmotikus szempontbol. De ha az ember j6 munkat akar végezni, akkor a

gyakorlatban hasznalatos még a Neutral Buffered Formalin is.

Ennek az a lényege, hogy a 4%-0s paraformaldehid oldatot, még foszfat-puffer
segitségével megfeleld pH-ra allitjuk, ami ¢élélénytdl fiigg. Ez a pH érték fajra jellemzo.
Emberben 7,2, kutyaban 7,4 vaddszgorényben 7,3 pH.

Elektronmikroszkopidban eltérd fixalasi modszert alkalmazunk. Mivel itt a subcellularis
szintekben vagyunk érdekeltek, tgymond a szovetminta ultrastrukturaja, finomszerkezete
érdekel minket, itt specialis fixalast alkalmazunk. A rogzitd anyag itt a glutaraldehid®. A
glutaraldehid a formaldehiddel szemben nem mono-aldehid, hanem di-aldehid. Ami azt jelenti ez
esetben, hogy a fehérje molekuldkat egy 3D-s, igymond térhalds szerkezetbe foglalja majd be,

ezzel segitve a mint finomszerkezetének megmaradasat.

Formalin: A formaldehid (metanol) vizes oldata, a legegyszeriibb aldehid. Fert6tlenitd, és tartosito szer. A
fehérjékben, és DNS-ben levo elsddleges aminosav csoportokat kereszt csatolja egy -CH> csoporttal.

Paraformaldehid: A formaldehid konnyen kezelhetd, kevéssé toxikus polimerje. (Polioximetilin)
Glutaraldehid: Dialdehid, kétszer annyi kotést alakit ki mint a formaldehid. Gyorsan fixal, és erds fertdtlenitd
hatassal bir.
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Az elektronmikroszkdpidban tovabba nehézfémekkel is torténik fixalas. A nehézfémes
fixalas elve az, hogy a fém bekotddik a fehérjékbe, ugymond denaturalja azok szerkezetét
valamilyen szinten, ezzel is segitve a szovet keményebbé, intaktabba valasat. Ezt a fixalasi
modszert a szovettan hajnalan hasznaltak, a ma konvencionalis fixalo szerek kora elétt. Ezen
modszer elénye az elektronmikroszkopidban tovabba az, hogy egy tgymond eld kontrasztozast

is biztosit szamunkra, ami segiti a minta kezelését, €s a tovabbi vizsgalatokat.

A fixalas ideje modszer, és mintafiiggd. A fénymikroszkopiaban 1-3 nap formalinos, vagy
paraformaldehides 4-10%-os oldatban valo fixalas az elfogadott. Ez szobahdmérsékleten
torténik, szemben az elektronmikoszkopos fixalassal, ahol 2 6ratol, akar egy estén at torténhet a

fixalas is 4° C-on.

Bétorkodnék megjegyezni, hogy amennyi szovet, és labor, annyi féle fixalas létezik.
Elektronmikorszkdpiaban vagy glutaraldehid 1%-os oldatat, vagy 4% formalin 1% glutaraldehid

oldatot hasznalnak.

Mindemellett, egy tovabbi fixalast, illetve el6 kontrasztozast is szoktak itt alkalmazni
ozmium-tetroxiddal®. Mivel nehézfém, ezért kotddik a membranokhoz, valamint tovabbi

rogzitést biztosit a mintanak.

Ide tartozik még, hogy bizonyos mddszerek egy szachar6z tartalmu oldatos fazist is
eldirnak a fixalas soran. Ezen oldat egy ozmotikus védéfunkcidt 1at el, ugymond ,,puffereli” a
szOvetet, hogy a fazis valtasok, vagy az esetleges fixaldszerbeli valtozas ne, vagy csak minimalis
karosodast okozzon a szovetmintdkban. Ilyen esetben 8%-0S, 0,2 mol-os szachardz oldatot

szoktak beiktatni a preparacié menetébe.

3.3 Dehidralas:

A fixaléas utani legfontosabb miivelet a dehidralas. Ez egy abszolut mértékig eldokészitd

®  0s0s: toxikus nehézfém, 1%-os vizes oldatat hasznaljak az elokontrasztozashoz. Jo lipid, és membran

festék/rogzit6, mivel a foszfolipidekben gazdag régiokhoz kotddik. Régota hasznalt festd anyag a szovettanban.
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1épés, aminek feladata a minta vizmentesitése, és elokészitése a bedgyazasra. Itt figyelni kell a
megfeleld fazisok kikeverésére, és a minta fazisokban toltott idoétartalméra is, ugyanis a

kiilonboz6 fazisok, kiillonbdzé moédon hatnak a mintara. Ezt az aldbbiakban fejtem ki.

Altalanosan elfogadott, és elterjedt modszer az etanolos® dehidralas. Ennek az a 1ényege,
hogy egyre novekvé koncentracioji, frissen, és tisztan kikevert, tigymond felszallo alkohol
sorban elvonjuk a vizet a mintabol. Itt a kovetkezd fazisokat hasznaljuk: 50% -70% -80% -96% -

100% -100% etanol, és xilol’.

Empirikus Gton megallapitottdk, hogy a 70% alatti alkohol ,,maceralja” a mintat, vagyis
roncsolja a szerkezetét, a 70%-o0s etanol ugymond inert, tehat nem okoz a minta szerkezetében

valtozast, a 70%-nal nagyobb toménységii alkohol, pedig keményiti a mintat.

A xilol vagy benzol, intermedier anyagként van jelen a dehidrald sor végén. Feladata a
mintabol az alkohol kimosasa, a xilollal valoé impregnécidja, és a minta tartdsitasa, tekintve itt is
korlatlan ideig tarthato el a szovetminta. Azért intermedier anyag, mert elegyedik az etanollal, €s
oldja a paraffint, amibe beagyazzuk a mintat. Az id6tartamokat mintaja szabja meg, de altalaban
30 perc-1,5 ora az éltalanosan elfogadott idd, és a tapasztalatok azt mutatjak, hogy érdemes

figyelni a mintakat a kiilonb6z6 fazisokban, nehogy tilkeményedjenek.

Az elektronmikroszkopos beagyazas is felszallo alkohol sorral kezdédik, de nem xilol a
sor vége (tekintve nem paraffinba, hanem miigyantaba torténik a beagyazas), hanem propilén-
oxid®. It 1-2 éraig tiszta propilén oxidban, utana pedig propilén-oxid miigyanta 1-1, majd 1-2

aranyu elegyébe keriil a minta.

3.4 Beagyazas:

Etanol: etil-alkohol. Nagy toménységben higroszkopos (vizelvond) anyag. Vizzel korlatlanul elegyedik.

Xilol: dimetil-benzol. Aromas szénhidrogén, amit féleg oldoszerként hasznalnak festéseknél, ez esetben a
paraffin olddszere, és tartositd anyag.

Propilén-oxid: alacsony forraspontt (34 °C), gyulékony, toxikus vegyiilet, feladata a maradék etanol eltavolitasa
a mintabol, és a miigyanta olddszere.
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A beagyazas feladata a minta metszheté formatumba valé helyezése. Altalanossagban
annyit lehet elmondani a bedgyazasrdl, hogy a szovetmintat egy olyan anyagba helyezziik, ami
szilarditast, és jo kezelhetdséget biztosit a metszés soran. Ez a klasszikus hisztotechnologiaban

paraffin, mig az elektronmikroszkdpiaban epoxi miigyanta, vagy araldit.

Itt még megjegyezném, hogy a modern szOvettanban kialakultak alternativ eljarasok a
minta-elokészitést illetéen. Ide tartozik a kriomikrotomia, amikor mindenféle kémiai kezelés
nélkiil, fixalas nélkiil metssziik a mintat egy hiitott kornyezetben, ezzel elkeriilve a fehérjék
szerkezetének atalakuldsat, lehetové téve az immunhisztokémiai jeloléseket. Illetve a vibratdomos
metszés technikdja aminek lényege, hogy a mintat szintén fixalds nélkiil, celluloidban, vagy
agarozba agyazzuk, és egy rezgd pengével rendelkezd, tigymond vibratdmmal lemetssziik.
Ennek a modszernek a hatranya, hogy a kés rezgése miatt (igy vag mint az elektromos
kenyérszeleteld kés, tehat a pengét sikban jobbra-balra mozgatja a mintaban) csak ,,nagyon

vastag” metszetek vaghatok le (15-35um).

A klasszikus szdvettani beagyazas 0gy torténik, hogy a mar dehidralt mintat, a xilol fazis
utan kivessziik, és at helyezziik xilol-paraffin 56° C-os elegyébe. Az 56° C azért fontos ennél a
fazisnal, mert ez pont az a hdmérséklet ahol a paraffin olvadt allapotban van, de még nem
annyira meleg, hogy jelentds ho altali roncsolas Iépjen fel a mintaban. Ebben a fazisban a minta
1-1,5 orat tolt. Itt elkezdi atjarni a paraffin, és kezd a xilol kimenni a mintabol. Majd a kovetkezd
két, vagy harom fézis a tiszta paraffin. A fazisok mennyiségét, a minta milyensége irja el6. Minél
szebb, mélyebb szdvettani vizsgalatot akarunk elvégezni a mintdn, anndl tisztabb, és tobb,
ugymond finomabb fazisokat kell alkalmazni. Itt 1,5-2 6rat tolt a minta, végiil egy estére a végso,

ugymond kiontd paraffinba keriil egy estére, ahol végleg atjarja a paraffin a mintat.

Miutan a minta megfelel6 mennyiségii idot toltott a paraffinban, elkezdddhet a kiontés a
fazisa. A kiontés lényegében a minta paraffinba valo foglalasat, ¢s a minta végleges el0készitését
jelenti. Ez a kovetkezd modon zajlik. Vagy eldre legyartott patologiai kiontd kazettaba, vagy
altalunk hajtogatott papir csonakba, a minta méretétdl fliggden, de legalabb egy ujjnyi
vastagsagban tiszta paraffint ontiink. Ebbe a paraffinba a tiszta paraffin fazisbol at tessziik a
mintat. Kozben figyelni kell arra, hogy a szovetet dvatosan csomagoljuk ki a gézbdl, eltdvolitsuk

a jelolo papirt, és még melegen helyezziik be a csonakba.
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Nagyon fontos hogy a minta ne hiiljon ki athelyezés kdzben, kiilonben buborék ragadhat
r4, ami rontja a metsz€s mindségét. Ha mégis buborékos lenne a minta, akkor langban
felforrositott csipesszel, dvatosan a minta melldl eloszlatjuk a buborékot, vigyazva, hogy ne
¢érintsiik a mintat. Ezutan a csonakot behelyezziik a fagyasztoba 5-10 percre, majd a hiitdbe egy
estére. Azért fontos a paraffin gyors lehiitése, mert kiilonb6zo lehtilési sebességnél, mas mdédon

alakul ki a paraffin bels6 szerkezete.

Lassu lehtilésnél, egy kristdlyosabb, tigymond borsés, morzsalékos szerkezet alakul ki, ami
rendkiviil rosszul metszhetd, mert morzsolodik metszés kdzben. Gyors lehlitésnél egy amorfabb

szerkezet alakul ki, ami jol metszhetd, igy erre kell torekedni.

Az elektronmikroszkdopos bedgyazds merdben mas technika mint a klasszikus paraffinos
beagyazas. Itt egy kemény miigyantdba dgyazzuk a mintat. A gyanta tipusat laborja valogatja, de
a két legnépszeriibb az Epoxi-Durcupan, és az Araldit névre hallgaté tipusok. En az epoxi
gyantaval végeztem a beagyazasokat. Ez egy tobb komponensii gyanta keverék 1ényegében, ami
all egy alap médiumbol, amihez keményitd adalékot, és gyorsitd (akcelerator) adalékot adunk a
kikeverés soran. A keveréknek van standard protokollja, de ezen lehet valtoztatni, igymond
személyre szabni a gyanta mindségét bizonyos hatarok kozott.

A minta kiontése zselatin kapszulakba torténik. Ezek a kapszuldk olcsoak, €s konnyen
kezelhetdek. Az elokészitett szovetet kivessziik az el6z6, miigyantds fazisbol, majd finoman
athelyezziik egy zselatin kapszuldaba, amibe el6zdleg egy kevés miigyantat tettiink, majd
feltoltjiik a kapszulat. A kovetkezd 1épés, a gyanta megszilarditasa. Ez 45-50 °C-on torténik, egy
polimerizatorban®. Itt egy napig hagyjuk a gyantat megszilardulni. Megjegyezném, hogy ennél a
beagyazasnal kétféle, eltérd protokoll is hasznalhat6. Az egyik az altalam leirt, igymond ,,lasst”
protokoll. A masik a ,,gyors” protokoll abban tér el, hogy modositunk a gyanta Osszetételén,
kicsit tobb akcelerator hozzaadasaval, és nagyobb hémérséklettel a polimerizatorban (55-60° C).
fgy az egy estét 3-5 6rara le tudjuk csokkenteni, csak igy fenndll a veszélye annak, hogy nem

lesz olyan j6 mindségli a gyanta miutan megkotott.

% Polimerizétor: a hdre keményedd miianyagok szilarditasara hasznalt, szabalyozhaté homérsékletli eszkoz.
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3.5 Metszés

A metszés a szovettani preparativ munka legmilvészibb, vagy éppen legmonotonabb
része. Ez az a fézis, amikor az altalunk jol elkészitett szovetmintabol, vékony szeleteket, un.
metszeteket hizunk le a mintardl. Ezzel tessziik alkalmassa a festésre, és a késobbi kiértékelésre.
A szovettani gyakorlatban a technolédgia fejlodésével egyre tobb, €s egyszeriibb metszési

modszer, és eszkoz keriilt erre a szakteriiletre.

A klasszikus paraffinos hisztotechnikdnal a mikrotdmnak nevezett eszkdzt hasznaljuk.
Ennek tobb valfaja 1étezik, de a legrégebbi, és legegyszerlibb a szankamikrotom. Ahhoz, hogy
ezzel tudjunk dolgozni, eldbb a mintat alkalmassa kell tenni a mikrotémmal valé munkara. Ez
ugy torténi, hogy miutdn a blokkunk kész van, kivessziikk a beagyaz6 kazettabol/ papir
csonakbol. Majd forré szikével, vagy spatulaval forméra vagjuk, és raragasztjuk egy blokkfanak,
vagy tOkének nevezett targyra. A téke adja nekiink az alapot, amivel be tudjuk rogziteni a mintat
a mikrotomba. A szankamikrotdmos metszés elve, hogy a tdkére helyezett mintat, un.
mintabefogd pofak kozé szoritjuk, ez egy a tér harom irdnyaba orientalhato része az eszkdznek.
A minta egy helyben rogzitett, csak a mintabefogd magassaga allithatd. A kés mozog, egy
vizszintes sinen a mintatart6 felett. A minta felszinét parhuzamosan orientaljuk a kés pengéjével,
majd felemeljiik abba a magassagba, ahol mar belemetsz a mintdba. A kés ddlésszoge, és
metszési szoge is allithato, és allitani is kell.

A dolésszog a kés vizszintessel bezart szoge, amit a minta valamint a paraffin keménysége szab
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meg. Minél keményebb a minta, annal kisebb ddlésszog a javasolt, de ennek megvan az a
hatranya, hogy tul kis szognél a metszetek fel fognak gylrddni a késre. A metszési szoget a
metszés modja hatarozza meg. Ez a sz6g a mintdval bezart szoge a késnek. 60°-os szog idealis a
metszéshez. De ha sorozatmetszeteket akarunk késziteni, akkor a sinnel beart 90°-os szog az
idealis, vagyis ha a kés pengéje, és a minta vizszintesen vannak felill nézetben. A késsel
kapcsolatos tovabbi informacio, hogy haromszog alapt hasab alakuak, altalaban facettazott élre
fentek, és acélbol késziilnek. Mivel rendkiviil élesek, ezért hamar kicsorbulnak a mintan, igy
utan ¢élezni lehet dket, de szakemberre bizva (orvosi miiszerészek) rendkiviil jo élre lehetséges
szert tenni. A facetta egy szgbeli torést jelent a késen. Ertem ez alatt, hogy a haromszogletii ¢l
»tetejére” egy tovabbi, a belsd tengellyel 60°-0s szdget bezard €l van fenve. Ennek funkcidja,
hogy a metszet konnyebben cstszik fel a kés pengéjére, és nehezebben kopik a kés.

A hagyomdnyos metszet vastagsdg 10 nm (tiz mikrométer). Ettdl eltérni természetesen
lehet, de nagy tapasztalatot igényel. Lehetséges 1 nm-es metszeteket készitése is, de ahhoz mar
nagy kéziigyesség, tapasztalat, és idedlis hOmérsékleti viszonyok kellenek. Ugyanis a
hémérséklet is rendkiviili moédon befolydsolja a metszetek mindségét. Minél melegebb a kés,
illetve a blokk, annal jobban gylirddnek, kenddnek a metszetek.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy ha sorozat metszeteket készitiink, akkor amikor
még a minta a blokkfan van, a mintatartoba valo befogas elétt, trapéz alakura vagjuk a paraffint a
minta koriil, hogy segitsen megéllapitani a metszetek sorrendjét amikor sorozat metsziink.

Miutéan sikertilt a késre lehuznunk a metszeteket, utana egy puha sortéjii ecsettel, vagy
csipesszel Ovatosan, a metszet minimalis kérositasaval, és vigyazva, hogy a kér éléhez ne érjiink,
levessziik a metszetet a késrdl. Ezutan hideg vizes flirddre helyezziik a metszeteket. Ez azért kell,
hogy kicsit kisimuljanak. Majd miel6tt targylemezre tennénk, a metszetet, meleg vizre tessziik,
hogy a gylirddésektdl megszabaduljunk, és szebb legyen a minta. Majd eldzdleg zsirtalanitott,
portalanitott, €s adhézios réteggel bevont targylemezre finoman ,.felsoprogetjiik” ecsettel a
metszeteket. Majd megjeldljiik a targylemezt a kovetkez6 mddon:(a mintdkat a lemez felsd 2/3-
adara vessziik fel, az als6 részre jon a jelolés)

e minta jeldlése és szama
e targylemez szama
e datum
e Monogram (vagy ezzel egyenértéki jelolés a készitének)
Végiil pedig egy napig hagyjuk, hogy a mintdk alaposan rogziiljenek a targylemezre.

Az elektronmikroszkopos metszés egy ultramikrotomnak nevezett, teljesen automata
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eszkozzel zajlik. Ennek miikddési elve, hogy a miigyantaba agyazott mintat behelyezziik a
mintabefogdba. Ez a része az eszkdznek — a szankamikrotommal szemben — a mozgo6 rész. A
minta vertikalisan (fol-le) mozog a kés eltt. A metszetvastagsagot hétagulas szabalyozza. Ertem
ez alatt, hogy mivel rendkiviil kis vastagsagi mintak sziikségesek az elektronmikroszkopiaban,
igy nanométeres (nm) mérettartomadnyban mozognak a mintdk. A kések itt tivegbdl, vagy
gyémantbol késziilnek, un. pattintassal, vagy toréssel. Azért nem ¢élezett fémet hasznalnak, mert
nem lehet olyan ¢élesre fenni a fémet, amit ez a modszer megkivan. Az tiveg késekkel kapcsolatos
tovabbi informacid, hogy konnyen kopnak, tekintve a miigyanta nagyon kemény, ezért tobbet
szoktuk ,,legyartani” bel6liik, hogy gyorsan lehessen cserélni 6ket, illetve, hogy ezeket specialis
tivegbdl készitik, hogy idedlis torésfeliiletet kapjunk. Az idedlis vago €l itt a kés pengéjének bal
oldalat foglalja el, az ¢l 1/3-ad hosszéaban, itt a legélesebb a kés. A kést az erre a célra kialakitott

specialis rogzitd fejbe helyezziik, ami el6tt mozog majd a minta.

A mintat miutan kivettiik a polimerizatorbol, savas oldatba®® tessziik, hogy leoldédjon a
zselatin kapszula. Ezutdn megszaritjuk a mintat, és elofaragjuk. Az eléfaragassal megszabaditjuk
a felesleges gyantatdl a szovetmintat, mégpedig Ggy, hogy a minta koriil egy gulat alakitunk ki
penge segitségével. Miutan ezzel megvagyunk, behelyezziik a gyantat az ultramikrotémba, €s
befejezziik a befaragast. Ez ugy torténik, hogy az elézdleg kialakitott gla csucsara, ahol a minta

helyezkedik el, egy trapéz alaku feliiletet alakitunk ki.

Ez a trapéz csak ugy mint a paraffinos mikrotomiaban, segit megallapitani nekiink, hogy milyen
sorrendben kovetkeznek a mintdk egymas utan, ha sorozatmetszeteket készitiink.

Miutan kész a befaragas, lecseréljiik az elhasznalodott iivegkést, és elkezdjiik a 1ényegi
metszést. Ekkor a késre egy kadnak nevezett eszkozt helyeziink. Ennek a funkcidja, hogy a
benne levd vizen fognak a metszetek lebegni, amig fel nem vessziik 6ket. Ez a kad késziilhet
fémbdl, és miianyagbol, illetve specialis irizalo arany szalagbol, amit fogorvosi viasszal, vagy
paraffinnal rogzitjiik a késre. Az irizald szalag azért nagy segitség, mert interferenciat hoz létre a

metszeteken, és az interferencia szinbdl lehet kovetkeztetni a metszetvastagsagra. Az idedlis

10 Ez a savas oldat barmi lehet. Altaldban 10%-0s ecetsav, vagy 5%-os sosav oldatot hasznalnak a kapszula
leoldasara.
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metszetvastagsag a 9-12 nm, ez eziist/kék interferencia szinnel mutatkozik. Miutan sikeriilt
metszeteket késziteniink, azok a kadban levo vizen Gisznak. (Megj.: a vizbe acetont szoktak tenni,
hogy csokkenjen a feliileti fesziiltsége. Igy konnyebb a mintakat felvenni)

A metszeteket egy grid, vagy mikrostély fantazia névre hallgato ,targylemezre” vessziik
fel. A grid egy vékony, kor alaka rézhald, vagy egy kozépen ovalis lyukkal ellatott vékony
rézlemez. Ezzel tgymond ,lehaldsszuk” a mintakat a viz felszinérél. A kadbol felvett
metszeteket hagyjuk kicsit szaradni pormentes helyen, majd eltessziik 6ket gridboxba. Tovabba a
grideket ellatjak egy formvar'! filmmel, vagy gyarilag, vagy hazilag. Ez a film azt segiti, hogy a
mintdk nem szakadjanak at a rajtuk levé viz sulyatol, amikor kivessziik Oket, illetve segiti a
mintak rogziilését a griden. A formvar film egy a poli-vinil-formal acetonos oldatanak polimere,
ami egy gyorsan szilarduldé milanyag. Készitése ugy =zajlik, hogy egy csepp oldatot
racseppentiink egy targylemezre, majd egy masik targylemezzel, mintha vérkenetet készitenénk,
hatarozott mozdulattal szogben tartva, elkenjiik a folyadékot, ekkor jon 1étre a formvar film. Ezt
aztan korbevagjuk szikével, vagy pengével, és Ovatosan viz felszinére huzzuk. Majd az eldzdleg
zsir, és portalanitott grideket 6vatosan rahelyezziik a film felszinére. (A grideknek van egy matt,
és egy fényes oldala. Erdemes a matt oldallal lefelé a filmre helyezni, és a tovébbiakba a matt

oldara felvenni a mintakat, igy megkonnyitve a sajat dolgunkat.)

Felvessziik a formvar filmen Usz6 grideket egy papir segitségével, majd a grideket

ovatosan egy jol zar6 gridboxba helyezziik, és készek a felhasznalasra.

3.6 Festés és kontrasztozas

1 Formvar: (polivinil-formal) szerves vagyiilet, rendkiviil sokrétii felhasznalassal, a ragasztotol kezdve, a védo
rétegig.
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A szovettani preparativ technikdkban tobbféle néven illetjiik az adott metszet, minta
vizsgalatra  alkalmassa  tételét. A  klasszikus  szOvettanban ezt  festésnek, az
elekrtonmikorszkopiaban kontrasztozasnak, az immunhisztokémiaban, ¢és a fluoreszcens
mikroszképidban pedig jelolésnek hivjdk. Igy lehet konnyen megkiilonboztetni a hogy milyen

technologidval lettek feldolgozva a szovetmintak.

3.6.1 Fénymikroszkopos festések

A klasszikus hisztotechnoldgiaban rendkiviil sok festés alakult ki a targy fejlodése soran.
A leggyakrabban hasznalt a hematoxili-eozin festés. Ez mondhatni altalanos a gyakorlatban.
Minden szovettani alapkutatéds ezzel kezdddik, mert kevés anyagot igényel, gyorsan elvégezhetd,
¢s viszonylag nehéz elrontani. Ennek a festésen a lényege, hogy egy savas, és egy bazikus
festékkel festjilk meg a mintat, amit a sav-bazis folyamatok elvén alapulva miikddnek. Ertem ez
alatt, hogy a savas festék a bazikus sejtalkotokhoz kotddik, ilyenek példaul a fehérjék, és a
kiilonboz6 depoziktok (Lewy-testek'?, Mallory-testek™®) a sejteken beliil.

A bazikus festék, mas néven magfesték a savas sejtalkotokhoz, vagyis a nukleinsavakhoz (DNS,
RNS, riboszémak) kotdédnek.

Ennél a festésnél a magfesték, vagyis a bazikus festék a hematoxilin. Ez egy természetes
anyag, a leukotoxilin®* fémionos oldattal kezelt valtozata. Sok valfaja létezik, a festéket alkoto
szerves molekulahoz kotétt fémiontél fiiggéen. Ertelem szertien, a fémion milyensége hatarozza
meg a festék szinét, és affinitdsat a sejtalkotokhoz vald kotddés sordn. Gyakori fajtdja a
Delafield-féle aluminium-hematoxilin. Ez egy vordses szinii festék, ami kotédés utan, oxidacio
hatasara kékes-lila szintivé valik. Ugy késziil, hogy a leukotoxilinbdl alkoholos, vagy vizes
oldatot készitiink, és ammoniak-tomsot adunk hozza. A timsobol az aluminium-ion hozzakotodik
a leukotoxilin szerves molekulajahoz, €s létrehozza a festéket. Fontos az oxidacié ennél a
folyamatnal, azért ha magunk készitjiik el a hematoxilint, akkor szabad levegén kell hagyni 1-3

hoénapot érlelddni a festéket mieldtt hasznalatra kész lenne. Masik gyakran hasznalt hematoxilin

12 Lewy-testek: Parkinson-, és Altzheimer-kornal a neuronokban felhalmozodd abnormalis fehérje aggregaciok.

13 Mallory-testek: a majsejtek citoplazmajaban felhalmozodé fehérje lerakatok, amik f6leg a massziv
alkoholizmusban elhunyt betegekben mutathatok ki.

14 Masnéven hematein, a Haematoxylum campechianum torzsébdl kivont szerves festékalapanyag.
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a Weigert-féle vashematoxilin. Itt vas-(l1l)-kloridot adunk a leukotoxilinhoz, és egy barnas

festéket kapunk.

A savas festék az eozin. Ez egy piros szini por, aminek az oldata is piros.

Mesterséges analogja a Chromotop-2R. A két festék hasonld festddést ad, Chromotop-2R

elénye, hogy olcsobb, és konnyebben hozzaférheté mint az eozin. Ezzel szebben az eozin

konnyebben, és szebben festi meg a mintat.

Az alabbiakban leirom a standard hematoxilin-eozin festés protokolljat.

e Rehidralas

Xilol L.és II.
100% etanol
96% etanol
80% etanol
70% etanol
50% etanol

Desztillalt viz

o Festés

Timsos hematoxilin
Csapvizes mosas

Derités sosavas etanolban
Csapvizes mosas
Csapvizes mosas
Csapvizes mosas

Eozin

Desztillalt vizes Oblités

14

5-5 perc
5 perc
5 perc
5 perc
5 perc
5 perc
5 perc

10 perc
meritésnyi id6
1-3 mésodperc
meritésnyi ido
45 perc
meritésnyi id6
10 perc

meritésnyi idé
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e Dehidralas

e 50% etanol 2 perc

e 70% etanol 2 perc

e 80% etanol 2 perc

e 96% etanol I és 11 5-5 perc

e 100% etanol I ésII 5-5 perc

e XilolIésII 5-5 perc
o Lefedés

A festés menete a kovetkezd szerint valosul meg. Eldszor is a mar targylemezre
megfelelden rogziilt metszetekbdl eltavolitjuk a paraffint, hogy alkalmas legyen a vizes bazisu
festekek felvételére. Ez ugy torténik, hogy festd kiivettdkba két fazis xilolt Ontiink, és 10-10
percig hagyjuk, hogy kioldja a paraffint. (A xilol erdsen parolgd, aromas vegyiilet, nagy a
toxicitasa, igy elszivd fiilke alatt, specialis nitril kesztyliben lehet vele csak dolgozni.)
Szemrevételezve a mintakat meg tudjuk allapitani, hogy mennyire deparaftfinalldédtak, tigy, hogy
fény fele tartva Oket, ha fehér szennyezdket, vagy kristadlyokat latunk a minta koriil, akkor még

egy fazis xilolt kell alkalmazni.

Ezutan kovetkezik a rehidralas. Ennek Iényege, hogy egyre higabb alkoholos oldatokban
(leszallo alkohol sor), felvizesitjilk a most még vizmentes mintat, hogy képes legyen felvenni a

festékeket. Az alkohol sor végén desztillalt vizet hasznalunk.

Most kovetkezik a magfestés. Itt hematoxilin oldatdba meritjiik a mintat, és kozben
figyeljiik, hogy mennyire veszi fel a festéket. Tiz perc 4altalaban elég, hogy a minta
megfestddjon, és a festek bekotddjon. Ekkor még vords a hematoxilin, mert nem oxidalédott.
Csapvizbe picit belemeritjiikk, hogy kimossuk a felesleges festéket. Majd sosavas etanolban

deritjiik a mintat. Ez a 1épés nagy figyelmet, és dvatossagot igényel. A 1ényege, hogy a sdsavas
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etanol gyorsan el oxidalja a festéket a mintaban, és kimossa a felesleget.

De annyira potens az anyag, hogy ki is moshatja a beko6tddott festéket a mintabol, igy 1-2
masodpercre szabad csak belemeriteni a metszeteket, és utana gyorsan csapvizbe kell helyezni

Oket, hogy lemossuk a felesleges sosavas etanolt.

A derités utan kovetkezik a folydvizes oxidalas 45 perces fazisa. Itt mar a festék pirosbol,
lilas, kékes szinre valt szemmel lathatéan. Ennek az a lényege, hogy a mintdban levd 0sszes
festék normalisan eloxiddlodjon, €s megkapja végleges szinét, megtorténjen a rogziilés a
molekulakhoz, ¢és végleg kimossuk a felesleges festéket, hogy ne zavarjon a
tovabbiakban.(Tudomanyos érdekesség, hogy ehhez a fazishoz a szakirodalom is kutvizet

javasol, a nagy mennyiségli oldott oxigén, és magas ion tartalom miatt.)

A hosszu csapvizes mosas utan, kovetkezik a hattérfestd, vagyis az eozin. Ezen festék
vords szinll oldata, vords szinli hattérfestést fog nekiink adni. Lényegében minden mast megfest
amit a hematoxilin nem festett meg. Ha a festés megtortént, akkor Ovatosan kimossuk a
felesleges festéket a mintabol. Itt nagyon kell vigyazni, mert az eozin kdnnyebben kioldodik,
még kotott allapotban is, mint a hematoxilin, ezért a tovabbi fazisokban figyelni kell a mintak
szinét. Ha mégis kioldddott volna a festék, akkor keriil el6 ennek a festésnek a legnagyobb
eldnye, hogy ez egy progressziv festés. Vagyis ahogy haladunk eldre a fazisokkal, ugy egyre
tobb festék keriil a mintaba, igy ha nem fest6dott meg eléggé, akkor mindig vissza lehet térni az
elézé fazisokba, és ujrakezdeni a festést. Ez nem azt jeleni, hogy a végtelenségig lehet
ujraprobalkozni, ugyanis minden egyes fazis, mivel potens vegyszerekrdl beszéliink,

folyamatosan rontja a minta mindségét kicsit.

A dehidralas fazisai felszallo alkoholsorbdl allnak, és elokészitik a mintat a festés

befejezésére, a végleges lefedésre. Ki kell vonni a vizet a mintabol, hogy konzervalni lehessen.
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A dehidralas végén, a két xilolos fazissal végleg kitisztitjuk a metszeteket.

Majd a lefedésnél, egy entellan’® nevii milanyagot cseppentiink a targylemez azon
részére, ahol a mintdk vannak. Ezutdn az entellan cseppre Ovatosan ratessziik a fedélemezt,
vigyazva, hogy ne legyen alatta buborék. Ezt tigy lehet elérni, hogy a fedélemez egyik oldalat
rahelyezziik a tdrgylemezre, és egy tlivel finoman mint egy raboritjuk a fedélemezt a mintakra,
majd finoman kinyomkodjuk a levegdt ami esetleg a feddlemez, és a targylemez kozé szorult.
Ovatosan letoroljiik a felesleges entellant a targylemez széleirdl, nehogy késébb zavarja a mintak
kiértékelését, majd hagyjuk 1-2 napot, hogy a xilol elpdrologjon az entellanbol, és értékelhetjiik

is a mintakat.

A sav-bazis alapokon nyugvo festések mellett a szovettanban alkalmaznak még molekula
méreten, ugymond leszoritdsos modon mitkddo festések is, ilyenek a trikrom festések. Ezeknek
az elve, hogy legalabb két kiilonboz6 affinitdsu, és molekula méretli festékbdl allo keverékek,
amik egyiittesen adjak a végleges festést a szovetben. Ugy miikodik, hogy ketté vagy tobb savas
affinitdsu festéket alkalmaznak a szdveten, és a festési mintdzatot, a festés mértékét egy
polisavval, altalaban foszfor-molibdén savval, vagy foszfor-wolframsavval mddositjak,
mégpedig azon az elven, hogy azokba a régiokba, ahova a festék gyengébben kotédott, a polisav
leloki festék molekuldit, és bekotddik a helyére. A legelsd ilyen festés a Mallory-trikrom festés
volt, ami a vorOsvértesteket narancs, az izmokat vords, a kollagént kéken festette. A tobbi

trikrom festés ennek valamilyen modositasaként alakult ki a szovettan torténete soran.

Fontos megjegyezni a metakromazia jelenségét itt, ami azt jelenti, hogy bizonyos
festekek a szovetekben egyiittesen, interferencia alapon egy harmadik szint hoznak létre. Ez a
jelenség féleg az anilin festékeknél mutatkozik. Példaul a toluidin kék festék ha porc szovetbe
kotédik, akkor kék helyett rdézsaszinen festédik. Ennek a jelenségnek a hianya az ortokromazia

jelensége.

15 Egy szerves vegyiilet, aminek a torésmutatdja megegyezik az tivegével, és a Kanada balzsam helyettesitésére
fejlesztettek ki.
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3.6.2 Elektronmikroszképos kontrasztozasok

Az elektronmikroszkdpos jeldlési modszer, kontrasztozas nevet viseli. A kontrasztozas
elve az, hogy a nehézfémek, rendkiviil erds affinitdst mutatnak a bioldgiai szerkezetek irant, igy
jol kotédnek a mintdinkhoz. A transzmisszios elektronmikroszkop (tovabbiakban TEM
roviditéssel hivatkozok erre a kifejezésre) miikodése indokolja a nehézfémek alkalmazasat ezen
esetben. Ugyanis a TEM a hagyomanyos fénymikorszképpal ellentétben, nem a lampa, vagy a
Nap fényét hasznalja megvilagitd forraskant, hanem egy elektron agyu altal eldallitott koherens
elektronsugarat. Azért hasznalnak elektronokat ebben a rendszerben, mert az elektronok,
nagyobb energidval, és kisebb hulldmhosszal rendelkeznek mint a lathatd fény fotonjai. A
mikroszkdpidban hasznalatos megvilagito fény hullamhossza, és energidja befolyasolja a
mikroszkdp felbontd, és feloldo képességét, vagyis a kialakult, latott kép mindsét, €s nagyitas
mértékét. Ezt az értéket a numerikus apertiura adja meg, ami minden fénymikroszkopos objektiv
sajatja, és a megvilagité fény hullamhossza, és a lencsébe beesd fénysugar fél szoge alapjan
szamitando6 aranyszam. Ez az elektronsugar athalad a gridre felvett mintan (aminek a nehézfém
tartalma elnyeli az elektronokat) majd egy fluoreszcens ernydbe csapddva képet alkot a minta

szerkezetérol.

Az erny6n kialakul6 fekete-fehér kép sotétebb pontjai az elektrondenz (elektron elnyeld)
régiok. Ezek azok a strukturak, amik tobb nehézfémet akkumulaltak a késobbiekben pontosan
ismertetett kontrasztozasi eljaras alatt. Mivel egy koherens elektronsugar a képalkoto ,,fénytink”,
ezért ez a rendszer csak specidlis koriilmények kozott miikodik. Mivel a nagy energidval
gyorsitott (18-21 kV) elektronok, konnyen elnyelddnének a levegdben, és igy nem alakulna ki
kép, csak zaj, zavar lenne, ezért a rendszerben nagy vadkuum uralkodik, segitve az elektronok
haladasat. Tovabba fizikai (pl. {liveg) lencsék alkalmazasa sem lehetséges, szintén az
elekronelnyelddés miatt, ezért ugynevezett elektromagneses lencséket alkalmaznak. Ezek az
elektromos lencsék lényegében olyan kor alaki fém tekercsek (szolenoidok) amiknek a
fokuszaldo képességét (numerikus apertura), és felbontd képességét a rajtuk atfolyd éaram
erdsségével tudjuk valtoztatni. Ugyanis az atfolyd aram erdssége, hatdssal van a tekercs
magneses mezejére, tovabba a részecskék sebességére, a Lorentz-, és Faraday-tdrvényének

értelmében. Igy lényegében a TEM felbontd képessége, és nagyitasa sokkal nagyobb, mint a
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fénymikroszkopoké.

A fentebb leirt informdciokkal indokolhatdé az, hogy az elektronmikorszkopos
kontrasztozds miért nehézfémekkel torténik. A nehézfémekkel valé munka nagy
elévigyazatossagot, és odafigyelést igényel, ugyanis rendkiviil toxikus, uran, élom, és ozmium
vegyiiletekkel dolgozunk, ezért kotelezd a véddkesztyl, az elszivofiilke, és a laborkdpeny

hasznalata.

A kontrasztozas gy torténik, hogy a gridek (mintdk) szamatol fiiggben, egy Petri-
csészébe egy darab natrium-hidroxid pasztillat tesziink, ennek az az oka, hogy megakadalyozzuk
a kontrasztozé anyagok szén-dioxiddal valo csapadék képzddését a mintdban, ami akar tonkre is
teheti az elektronmikroszkopos megfigyeléseinket (artefactum képzodés). Ezutan az elsé Petri-
csészébe 4-6 csepp 1%-0s uranil-acetat’® oldatot cseppentiink, amit fecskendd sziirdvel ellatott
fecskenddvel cseppentiink, hogy ne szennyezziik a mintat az esetlegesen kicsapddott fémsoval.
Majd a cseppek tetejére — mintaval lefelé — rafektetjiik a grideket, és 15 percig hagyjuk, hogy
kontrasztozédjon. Ezutan egy desztillalt vizes moséas kdvetkezik, amit az 6lom-citratos'’ fazis
kovet. Itt szintén alkalmazandd a natrium-hidroxid'® pasztilla, a lezart Petri-csésze, és a

fecskendo sziird. Ez a fazis 5 percen keresztiil zajlik. Majd egy desztillalt vizes 6blités, és dvatos

szlir6papiros szaritas kovetkezik.

Személyes tapasztalatom a kontrasztozast illetéen, amikor a nehézfémet tartalmaz6 oldat

16
17

Uranil-acetat: az uranium ecetsavval alkotott vegyiilete. Enyhén a-sugarzo, vizoldhato vegyiilet.

Reinolds-féle 6lom citrat: az elektronmikroszkdpiahoz kifejlesztett 6lom-citrat oldat, ami minimalisan védve van
Osszetételébdl adodoan a kicsapodastol, igy konnyebben elkeriilheté az artefactum képzddés.
18 Natrium-hidroxid: (NaOH) pasztillajat hasznaljuk ebben a munkaban, lagos anyag, CO> megkot tulajdonsaga

miatt hasznaljuk.

14



Tanczos Bence: Fény-, és elektronmikroszkopos preparativ modszerek

cseppjeinek tetejére helyezziik a mintat, akkor nagyon dvatosan kell eljarni, kiilonben a grid nem
marad meg a csepp felszinén, hanem belemertil a cseppbe, €s rendkiviil nehéz onnan kiszedni
utdna. Illetve, a desztillalt vizes oblitésnél tigy kell eljarni, hogy a griddel, csak meg simitjuk a
viz felszinét, mert az esetlegesen rosszul rogzitett mintak konnyen le eshetnek ilyenkor a gridrol.
Tovabba, amikor a felesleges folyadékot leitatjuk a grid felszinér6l, akkor csak a grid széléhez
kell érinteni, évatosan a szlirOpapirt, mert ha a gridre rdnyomjuk a papirt, akkor az leszedi a

mintakat.

Az elektronmikroszkop mitkddése a kovetkezd. Az elektron agytibol jovo elektronsugarat
a kondenzor appertura fokuszalja, majd az objektiv appertiran athaladva vetédik a sugarnyalab a
mintara. Az objektiv lencsék, diffrakcidos lencsék tovabbitjak az elektronsugarat. Ezutdn a

projektiv lencse levetiti nekiink a detektorra, sok esetben a fluoreszcens ernydre.

3.6.3 Fluoreszcens mikroszkopos jelolés

A fluoreszcens mikroszkopiaban alkalmazott ,festési” eljaras a fluoreszcens jelolés. Ugy
mikodik, hogy egy vilagito festéket, egy fluorokromot adunk a vizsgalandé mintahoz. Ezek a
fluorokromok olyan, tobb aromds gytriit, ¢s sok delokalizat elektront tartalmaz6 vegyiiletek,
amik az adott célcsoporttal valdo kapcsolodas utan, valamilyen hullimhosszi gerjeszté fény
hatasara, fényt bocsajtanak ki magukbol. Altaldban mesterséges vegyiiletekrdl van szo, amik
vagy specifikusan a nukleinsavakhoz, vagy a fehérjékhez kotddnek. Az €ldvilagban fellelhetdek
természetes fluorokromok is, ilyen példaul a klorofill, ami z6ldes-sargan fluoreszkal ha gerjesztd
fénybe keriil, vagy bizonyos mikroorganizmusok, példaul gombdk is allitani eld fluoreszcens
anyagokat, ilyen az afla-toxin, aminek valtozatait a fluoreszcens fényiik alapjan kiilonboztetnek

meg.

Ahhoz, hogy megértsiilk a fluoreszcens festékek mikodését, tisztaznunk kell néhany
alapfogalmat. Ide tartozik az emisszio, az adszorpcid, €s a Stokes-shift fogalmat. Az adszorpcid

ez esetben azt jelenti, hogy melyik az a hullamhossz tartomany, amit a festék molekulai
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elnyelnek, és az ezen a szinten levd fotonok energiajat elnyeli. Az emisszié az a hullimhossz,
amin a festék molekuldja kibocsajtja az adszorpcid soran felvett fotonok energigjat. Az a
jelenség, hogy az elektromagneses sugarzasok (fény, rontgen, elektronsugarzas) hullamhossza,
¢és energiaja kozott forditott aranyossag van (tehat minél kisebb a hullimhossz, annal nagyobb az
energia) az alapja a Stokes-shift fogalmanak. Ez ugy mutatkozik meg, hogy alacsonyabb az
adszorpcids hulldmhossz, mint az emisszidés hulldmhossz. Ez azzal magyarazhat6, hogy az
alacsonyabb hulldmhosszu fényben levd nagyobb energidju részecskék, atadjak az energiajuk
egy részét festék molekulainak, amit azok alacsonyabb energia szinten, nagyobb hulldmhosszl

fotonok formajaban fognak emittalni.

Altalunk gyakran hasznalt mesterséges fluorokromok kozé tartozik a DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol), vagy a propidium-jodid. Ezek a fluoreszcens festékek rendkiviil

karcinogének, mert kozvetlen a DNS-hez kotddnek, igy elbiras a kesztyliben valo munka.

A DAPI miikddését tekintve egyszerii fluoreszcens festék. Elektronaffinitasi, és molekula
stabilitasi okokbdl kifolyolag, a kétszali DNS nagy arkaba kotédik be, és bekotddés utan
gerjeszthetd 358 nm (ultra-viola) hulldmhosszt fénnyel, aminek hatdsara 461 nm (kék) kezd el
vildgitani. Erdekes tulajdonsaga, hogy képes a sejtmembranon atdiffundalni, igy alkalmas az él6

sejtek megfestésére is.

A propidium-jodid egy rendkiviil toxikus fluorokrom, tekintve képes interkalalodni a
bazisparok kozé. Ezen tulajdonsagéabdl kifolyolag alkalmas a flow-citometrids mérésekre, és a
quantitativ. DNS, vagy RNS mérésre. Tovabba alkalmas a sejtciklus elemzésére, valamint
nekrotikus, apoptotikus, ¢és egészséges sejtalakok megkiilonboztetésére is. 488 nm-en
gerjesztodik, és 562-588nm-en emittal. Ez a kiilonbség az emisszids spektrumban a szerint
modosul, hogy a kotédés helye, erdssége, és milyensége mennyire modositja a molekula

elektronszerkezetét.

Tovabbi gyakran hasznalt fluoreszcens festék a natrium-fluoreszcein. Abszorpcidja 494
nm, emisszioja 521 nm. Egy széles korben elterjedt, sokoldalii molekulardl van sz6, aminek
szarmazekait sok teriileten felhasznaljak, példaul ilyen szarmazék a FITC (fluoreszcens-

izotiocianat) is.
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Minden fluoreszcens festékhez kiilon protokoll van forgalomba, festékenként, ¢és
mintanként valtozo. Az altalunk hasznalt DAPI protokoll a kovetkezd mddon valosithaté meg.

Ha sejtkulturabol szeretnénk mintat késziteni, akkor a sejteket kiillonleges preparalas
(duzzasztas, sejtmag feltarasa, sejtmagok kicsdppentése) utan metanollal fixaljuk a magokat a
targylemezhez, majd elkezdjik a fluoreszcens festést. Itt 10 umol-0s DAPI oldathoz
hozzakeveriink egy anti-fade médiumot. Az anti-fade médium egy olyan glicerines keverék, ami
védi a festéket az id6 eldtti kifakulastol (fade out). A fixalt targylemezekre 10-20 uL DAPI-anti-

fade keveréket adunk, lefedjiik fed6lemezzel, és mar vizsgalhatjuk is a mintat.

Ha szovettani metszetet szeretnénk DAPI-val kezelni, akkor eldszor rehidralni kell a
mintat. Miutan kész a rehidralas, leitatjuk a vizet a mintar6l, és megcseppentjilk a DAPI-anti-

fade keverékkel, lefedjiik fed6lemezzel, és vizsgaljuk fluoreszcens mikroszkoppal.

A fényforrasbol (XBO?Y, HBO?) érkezé fény kivalasztott hullamhosszat az excitacios
filter kiiloniti el, ez lesz a gerjesztd fény. A mintabol érkezd emittalt fényt az emisszios filter

szliri meg, ez azért sziikséges, hogy ne legyen zavaros a mikroszkop éltal alkotott kép.

3. Fény-, és elektronmikroszkopos mintak kiértékelése, és hibai

Ahhoz, hogy jobban megérthessiik a mintak kiértékelését, tisztaban kell lenniink mind a
fény-, mind az elektronmikroszkop miikddésével, és képalkotasaval, és tisztazni kell a

képalkotassal kapcsolatos alapfogalmakat.

Az ilyen alapfogalmak kozé tartozik a feloldoképesség. Ez azt jelenti, hogy a

mikroszkdp, ennél konkrétabban az objektivek adataibol kiszamolt ardnyszam. Ez azt mutatja

19 xBO: xenong06z lampa, mas néven xenon iv lampa, feladata az egyenletes, és erds fény létrehozasa.
20 HBO: higanygdz lampa, ennek feladata erds, és egyenletes UV fény létrehozasa.
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meg, hogy két egymas mellett levd pontot, mennyire tudunk megkiilonboztetni egymastol. Ertem
ez alatt, hogy kis feloldoképességnél a két egymas mellett levé pont egy pontnak mutatkozik,
nagy feloldoképességnél a két pontot, két individualis pontnak latjuk. Mas néven ezt numerikus
aperturanak nevezzilk. Ez fligg a megvilagité fény hulldmhosszatol, a lencsék fizikai

paramétereitdl, €s a megvilagitod fény lencsébe esésének fél szogétol.

Tovabbi ilyen fogalom a fokuszsik és a fokuszpont. A fokuszpont az a geometriai optikai
szamitasokbol adodo pont, ahol a képalkotod fénysugar, egy pontban egyesiil. Az ezen pont altal
metszett sik, a fokuszsik. Ebben a sikban lesz a legélesebb a latott kép, itt lehet értékelni a

mintakat.

4.1 Fénymikroszkopos mintak kiértékelése

A fénymikroszkopos mintdk kiértékelése tobb szempont szerint torténik. Az egyik
szempont az, hogy a festés megfelelé-e. Ezt ugy derithetjiikk ki, hogy megnézziikk a mintat
mikroszkop alatt, és az ott latottakat rogzitjiik, és 6ssze hasonlitjuk a protokollban leirtakkal. Ha
ez megfeleld, akkor kis nagyitason, végigpasztazzuk a mintat, hogy altalanos képet kapjunk rola,
¢és észre vegylk az esetleges anomalidkat. Ezek az anomalidk lehetnek festék foltok, amiket a
nem megfeleld kimosas okozott, és igy nem tartozik a mintdhoz a jelenség, tehat artefactum,
vagyis miitermék. Ha eddig nincs hiba a festésben, akkor tovabb vizsgaljuk a mintat nagyobb
nagyitason, €s az altalunk elére felallitott kritériumok szerint elemezziik. Itt szeretném
megjegyezni, hogy sok esetben észrevehetdek a mintadban szakadasok, amiket a mikrotdém nem
megfeleléen éles kése okozhatott, esetleg a dehidralas, rehidralas okozta artifact-ok, amikor

bizonyos sejtek szétestek.

Ezek altalaban vele jar6 hibak, tokéletes minta nincs, tekintve sok potens kémiai anyaggal
érintkezik a minta, és a melegitési, hiilési fazisok okozta karosoddsok. Ezeket a hibdkat sok

gyakorlattal csokkenteni lehet, de mindig szamolni kell veliik.

4.2 Fluoreszcens mintak Kiértékelése
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A fluoreszcens mikroszkopos mintak kiértekelése egyszeriibb mint a klasszikus
szovettani mintaké, mert a laboratoriumi dolgozo6 a festés utan, azonnal értékelheti a mintakat. Itt
kevesebb, de jellegzetesebb hiba, vagy miitermék johet Iétre. Ide tartozik az aspecifikus
floureszcens kotodés, ami erds hatteret, vagy zajt ad a képalkotasba. Ennek oka lehet a tul
tomény, vagy tal sok fest6oldat. Gyakori hiba még az, ha nem figyelink az esetleges
autofluoreszcens? anyagokra a mintdban, mert az esetleg interferalhat a festékiinkkel, és
nehezebben lehet értékelni a mintat. Tapasztalataim szerint a fade out, vagyis a festék
elhalvanyulasa is allando probléma ezen mintdknal. Ennek tobb oka lehet. Az egyik, hogy sokaig
figyeljik az adott régiot, és a festék egyszerien kiég a mintdbol. A masik ok, hogy kiilso
fényforras is gerjeszti a mintaban levo festéket. De a leggyakoribb ok, hogy kevés az anti-fade

médium a mintaban.

4.3 Elektronmikroszkopos mintak kiértékelése

Eddigi tapasztalataim szerint az elektronmikroszkdpos mintdkkal valé munka sordn
lehetett a legtobb, a mintara végzetes hibat ejteni. Ha barmilyen hiba tortént a preparativ eljaras
soran, vagy barmilyen miitermék képzddott, azt csak a minta kiértékelésénél lehet €szrevenni, és
nem lehet esetleges finomitassal kikiiszobolni, hanem kidobhat6 az egész blokk. Gyakori hiba,
hogy nem megfelelden tortént meg a kontrasztozas, és fémsd kicsapddas lett a mintdban.
Tovabbi hiba, hogy nincs jol bedllitva az elektronmikroszkop, és tul nagy energiaval

rendelkeznek az atvilagito elektronok, €s a szemiink lattara égetik szét a mintat.

2L Autofluoreszcencia: természete gerjeszthetdség a fény bizonyos hullamhosszai altal. Féleg a NADPH, és
flavinok, valamint a klorofill tartalmu szoveteknél.
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