Ara: 150,- Ft.

TARTALOMJEGYZEK

Kulesdr Kalmdn: A kulrilis jogok és a demokratikus biztonsdg Eurépiban . .. ... ...

257
_Romsics Igndc: Nemzeti traumdnk: Trianon . . ... .. .. ... ... ....... AR | 12
. Damjenovich Sdndor-~Jenei Attita: Uj lehetSségek a sejibiolGgidban és az orvostudomdnyban 282
Kutatiis és kirnyezet
Mészdros Ernd: Médosilott iveghdzhatds? . . . ... ... ... v n ... 0 e e 202
Major Gyorgy: A felhzet haldsira melegszik éjszaka a Fold? . . ... .. .. i 8 298
Eszmék — értékek
Vujda Mihdly: Fichte és a német kiilldetés . . ... ... ‘e W OWE E O WS &S W R R 303
Vitik — vélemények
Benkd Lordnd: Tobbkozpontd e a magyar nyelv? . . . .. . .ottt it i e ie e 310
Addm Gydrgy: Csiiggedt sodrédést vagy dlgondolt cselekvést? . .. ... .......... 319
Bencze Gyula: Nincs hova hdtrdlni . .. .. ... .. i i . 323
Interji
Kosztoldnyi Dezsé: Barték Béla—Gambocz Zoltdn . . . . . v o v vt i e e e 326
Kitekintés
John Maddox a tudominy irdnti bizalmatlansigrél (Czelnai Rudolf); Bolygénk megmentése
— inlenziv mezbgazdasiggal (Matskdsi Istvant); Egy viligos jovikép (Sz.2s.):
Szévettenyészetbdl miorr, md-méj? (Fenysd Béla); Internet kiskité (Holl Andrds)
Osszedllilolta:Szenigyorgyi Zsnzsa .« oo v v v v v s T T 333
Szakmagyar
A [olyamatos nyclvijités néhiny sajitossigdrd] (Kdlmdn Ldszié) .. ... .. ... . . 343
Testileti hirek
Az clnokség napirendjén (Horvdth Ldszlé) . ... ... T 345
Az MTA CLVIL kozgy(lésének hatdrozata . .. . . v v v i it i i o e us . 346
Akadémikusok levele a miniszterelndknek; Gal Zoltin és Katona Béla Litogatisa az Akadémidn . 347
Jegyzet
Tudoményos elGadisok, meg az {rasveti6? (Wiegandt Richdrd) ... . ... .. ... .... 349
A szellemi értékek hasznositisa
Bedd Zoltdn—Ldng Liszl6— Cseh Lajos: Novénynemesilési kulatdsi eredmények jogvédelme . . 351
Tudomdnyos élet )
Ormény—magyar kozos kutatdsok (Schiitz Oddn) . . . . . v v v i i e e e e 355
Megemlékezések
Bozdky Laszl6 (Tarjdn Imre) . .. 0 0 oo e e e e e e 357
Hazay IsAR (BIrG POICF) o wvs i5 v i v s von v s o mia s in o v o 6 oo 5 65 5 e s 5 oos 359
A tudominy torténetébol
Szabadfalvi Jézsef: Egy joglilozélusinak indult karrier térténete . . . . . o v v v v v v o oo 361
Konyvszemle
Huszir Tibor: A hatalom rejiett dimenzéi (Bolvdri-Takdes Gabor) .. . . . .. . ... . ... 369
Kiss Lajos: Kniezsa Istvin—Melich Janos (Bitky LdszI6) . . . . . v v v v v i v o v o e e e 3N
Csapodi Csaba — Csapodiné Gérdonyi Klira: Ariadne (Végh Ferenc) ... ... ... ... 373
Garai Liszlé: Quo vadis, tovaris? (Balogh Tibor) . . . . . .. i it ii i .. 375
Kiosz és jovokutatds (Torh Alildné) . .. . L o i e 376
Rézsa Gybrgy: Kulturilis 6rokség ¢és informécids tdrsadalom (Képeczi Béla) . ... ... .. 378

Beérkezeit konyvek

e
{t-
150
i
i
b
I
ki
i%
'

4 -




Damjanovich Sandor—Jenet Attila

Uj lehetéségek a sejtbiolégiaban
és az orvostudomanyban

Pasztazo erd-mikroszkopidk és az optikai csipesz

A biolégla és orvostudomany fejlédésében a mikroszképos médszerek Igen Je-
lentds szerepet jatszanak. Jelenleg is a betegségek nagy részének [elismerése és
a gyogyeljaras ponlos meghalarozasa egyarant igényll a fény-, vagy elektronmik-
roszkopos vizspgalatot, illetve a diagnézls alatamasztasat. A patoléglal vizsgalatok
korszévettani része az, aml mar a multét alatt, vagy a gyogyitas soran meghalarozza
a diagnoézist és csak kis szamua esetben hagy maga utan bizonylalansagot. A
sejtbiologia legjelentssebb megallapitasal, s6t maganak a sejtnek mint az élet
alapegységének fellfedezése Is mikroszkopos vizsgilatok eredménye volt. A mik-
roszképia igen Jelenlds [ejlddésen ment at az elmilt masfél-két évszazadban.

Még a modern optikal mikroszképos moédszerek is beleiitkéznek azonban az
Ernst Abbe allal 1873-ban meghalarozott elvbe, amely kimondja a feloldéképesség
hullamhossz-fggésél és ezzel behatarolja a fénymikroszképok altal lathatéva te-
hets blolégial struktarak nagysagat. A mult szazad végl és szazadunk elejének
fizikal felfedezésel Ieheldséget teremteltek ahhoz, hogy Knoll és Ruska megépit-
hessék 1932-ben az elsd elektronmikroszkopot, s6t Knoll mar 1935-ben képes
voll megalkotni az elsé pasztazéd elektronmikroszképot. Az elektronmikroszkopla
megkerill a lathalé fényt alkalmazd oplikal médszereket, amelyek feloldoképes-
ségének egészen napjainkig komoly korlatal vollak. Egy optikai berendezés fel-
bontoképességét a leképezési folyamatoknal mindig jelen levd elhajlasi jelenségeken
kivii] a leképezéshez hasznalt sugarzas hullamhossza [s meghatarozza. A fény-
mikroszkop esetében ez azt jelent, hogy csak azokat a targyrészletekel lehel
leképezni, amelyeknek tivolsiaga nagyobb néhany tized mikromélernél, masképpen
a largy kél, ennél a tavolsagnal kisebb tavolsagra levé pontja nem valaszthatd
szét. A rénlgen- vagy gammasugarak hullamhossza révidebb, tehat kedvezdbb
leképezésl kdrnlményeket kellene nytjtaniuk, de képalkotasra nem alkalmazha-
téak, mivel gyakorlatilag nincs szamukra megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezd
torokozeg. llyen szemponthél elénydsebbek az elektronsugarak. [gy akar az atomok
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lathatéva tétele eldtt Is megnyilt az Gt. Az elektronmikroszképlas modszerek elvi
hatranya a fénymikroszkoplakkal szemben, hogy a vizsgalat rendszerint olyan
preparalasi eljarasokat és vizsgalati kortlményeket kovetel meg, amelyek igen
tavol allnak a vizsgalt anyag természeles allapotatol. A vizsgalatok vakuumba
helyezett, vizmentes, eselleg vezetdanyaggal bevont mintat Igényelnek. Ezek a
hatranyok halmozottan jelentkeznek biologial, pl. sejtes rendszerek vizsgalatanal.

Knoll és Ruska a legnagyobb tudomanyos elismerést — a Nobel-dijat — kor-
szakalkold tevékenységik utan megleheldsen késén, 1982-ben kaptak meg. Sokkal
késobb, mint pl. Palade, akl blolégial rendszereken, sejtes strukturakon végzett
eleklronmikroszképos vizspgalatalért kapta meg e kitintelést 1975-ben.

Az 1980-as évek valésagos forradalmat hoztak a mikroszkopos vizsgalatok fe]-
l6désében. Egyedi atomok egyértelmt lathatéva tételéért Binnig és Rohrer 1982-ben
kapolt Nobel-dijat. Médszeriik az alagate{fektuson alapuld pasztazé mikroszkopla,
(ajabban mar nem csak) elektromosan vezeld felszinek mintazatarél adott atoml
felbontasn képel (Scanning Tunneling Microscopy, STM). Grafit lemez felszinl szén-
atomjal voltak az elsdk, amelyeket ilyen médon lathattunk. Ennek egyik feltétele
a paszlazas felbonldasanak a szinte minden hataron tall Javitisa volt, Ez azt
jelentl, hogy a pasztazas (lényegében felbontasi soronként térténé letapogatas)
pontossaga ma elvileg elérheti a hidrogénatom atmeérdjének tizedét is.

Az lgarzi altorést és a [oleg, de nem kizarélag felszini struklurak természetes
kérialmények koézotl, atomi, sét szubatoml szintd lathalova tételét az atomerd
mikroszkép (Alomic Force Microscopy, AFM) feltalalasa és szinte azonnall meg-
konstrualasa Idézte eld (Binnlg, Quate, és Gerber, 1986).

Ettsl fupggellenal, de ugyanazt a pasztazé technikat felhasznalva alakult ki —
tobb kutaté fuggetlen erdfeszitése révén — a kozel-mezd optikal pasztazé mik-
roszkopia, (Nearfield Scanning Optical Microscopy, NSOM), amely az Abbe-elvet
kerQlle meg és lett lehetévé lényegében atomi felbonlast fenymikroszkoppal. Az
Abbe-elv megkeralését zsenialisan oldoltak meg: lényegében kihagytak az optikat
a mikroszkopbol és ezzel az optikal térvényekbdl szarmazd nehézségeket is. A
80-as években megindult modern képalkotlo forradalom sorozatban hozolt lélre
lovabbl mikroszképlakat (scanning capacitance, s, thermal, s. acoustic, s.lhermal
wave imaging, scanning X-ray, phase measuring interferometric slb.), amelyek
elterjedtsége sokkal limitaltabb, mint a fenlieké. A pasztazason és a minta, va-
lamint a mérdrendszer kozolli erd kélesdnhatasan alapulé médszerek szama kb.
harmincra lehels és még nohet. Osszefoglaldé néven pdhsztdzéd szondds mikrosz-
képidknak 1s lehet forditani (Scanning Probe Microscoples) ezek egylittesét. Masik
lehetséges elnevezéstik a paszlazoé erd-mikroszkopidk (Scanning Force Mlcrosco-
ples, SFM). A néha .magyarra nehezen lefordithalé valtozatos elnevezésekben a
lenyeges vonas a pasztazas felhasznalasa és az anyag felszine és valamilyen ko-
vethetd fizikal paraméter kozotti kélesonhatas, ez jelenti az alapjat a leképzésnek.
Nagyon sokféle lehet ez a detektalhalé kdlestnhatas: magneses, elektromos, ter-
mikus, .mechanikai® stb. Teljesen lermészeles, hogy valamennyitk eselében fel-
mernl az a probléma, hogy az igy nyert .kép” nem azonos azzal a képpel (bar
ahhoz sokszor nagyon kozel allhat), amit szemmel Jathatnank®. Valtozatlanul
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érvényes az az elv, hogy az atoml vilag ¢és a makroszkopikus vilag képszeri meg-
Jelenitése nem keverheld Ossze, hiszen a fizika tdrvényel ezt nemigen teszik le-
hetévé. De ez a probléma felemlitheld csaknem valamennyi mal képalkoto eljaras
esetében, amikor pl. ionkoncentracio-kuldnbségeket szindifferenciakka alakito
.Image analizilorok™ lassan nemcsak a kutatas, de a laboratdriumi diagnosztika
mindennapos részét képezik.

A pasztazas elve

Ahhoz, hogy barmilyen anyagl objektumrél atoml méreteket Is feloldd képet
lehessen kapnl, két problémat kellett megoldanli. A vizsgalt rendszert faggetleniteni
kell a kérnyezet mozgasatol, rezgéseltdl, hiszen ezek a rezgések megakadalyozzak
a kivant felbontas elérését. Az alomli felbonlast kép megfeleld leképezése érdekében
kells finomsagnl letapogalast, a pasztazast Is ki kellett fejleszteni. A rezgések
cslllapitasa igen valtozalos moédon tdriénhet, de a leggyakoribb moédszer az egész
mérd- és mért rendszer rugalmas felftiggesztése.

A nagyfelbontasn, tized vagy szazad angstrom pontossagu pasztazas megoldasa
a miult szazadban fellsmert plezoelektromos jelenségen alapszik. Ez a leginkabb
kézés vonas valamennyl modern optikal, vagy nem optikal mikroszképiaban. A
nagyitias mint a letapogatott képtertilet és a letapogatott largyteralet nagysaganak
aranya, elekfronikusan szabalyozhaté. A tulajdonképpenl kép keletkezése azon
alapszik, hogy a szonda és a mindenkori targypont kdzotti kolesdnhatasban ke-
letkez6 Jeleket a legktlonfélébb médokon detektorokkal regisztraljak és végal egy
képesd elektronsugaranak vezérléséhez hasznaljak. A plezoelektromos anyagok
Osszenyomasra elektromos tulajdonsagokat mulatnak (felszinl toltésdifferencia),
mig mechanikal parameétereik igen gyorsan és nagy pontossagpgal valtoztathaték
a rajuk kapesolt fesznltség faggvényében. A mechanlkal megnyulas igen gyors és
szazad angstrom pontossagn lehet. A lényegében _forditott™ plezoelektromos ha-
tason alapuld transzducerek segilségével a mikroszkopok targyasztala, vagy a
targyat letapogaté fizikal kélcsénhatast létesits fej”, a Lér minden irAnyaban moz-
gathaté. Két piezoelektromos kristaly alkalmazasaval az X—Y lengely mentén me-
ander vonalakban mozgathaté a targy
vagy a kélcsénhatast létesits [e]. A har-
madik transzducer mozgatasa a Z
irdnyban bontja fel a kélcsdnhatasokat
és ebbdl szamitégépes technika, Il a
képalkoté elektronika rakja 8ssze a ha-
romdimenzlés képet. Az I. dbra mu-
tatja a piezoelektromos pasztazé be-
rendezés lényegét képezd transzduce-
rek ktildnbdzé elrendezéseil. A detek-
torokkal kapott Jel a pasztdzassal
szinkronban megjelenithetd és kétdi-
menzios képpé alakithatd. A hosszabb
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plezoeleklromos kristalyok megnyilasa nagyobb, igy nagyobb pasztazasl terlet
hosszabb transzducerekkel érhetd el, ugyanolyan fesziiliségtartomanyon beltl. A
szokasos, egyetlen pasztazassal letapogathaté felaletek 20 x 20, 40 x 40, és 128
x 128 nm? nagysagiak.

Az atomerd mikroszkopia (AFM, SFM)

Az AFM a fent emlitett pasztazo-szondas mikroszkopesaladnak az egyik tagja.
Az elst llyen jellegti modszer, az Itt részletesen nem targyalt pasztazo alagtt-
effektusos mikroszkopia volt. Az elektronok j6l ismert, két kiilonbézs vezetdké-
pességi felilet kdzslt fellepd alaguteffektusat hasznalja ki a modszer. fgy ez a
modszer csak elektromosan vezeld anyagok feltuletének (feltilet! elektron-stimisé-
gének) vizsgalatara alkalmazhals.

Az AFM minden fafla, tehat nem vezeld anyagok vizsgalatara is kivalsan al-
kalmazhaté. Gerd Binnig 6tlete volt 1986-ban, hogy ha egy kozel atomi méretre
kihegyezelt tit mozgalunk paszlazé transzducerek segitségével atomok, molekulak,
vagy nagyobb objektumok felett, a felszintsl igen kis tavolsagra és a ti felfig-
gesziése olyan, hogy az atomokat nem tudja egymastol elszakitani, mert ahhoz
kicsl a felfaggesztés rugoallandsja, a tii mozgasa a felszinl topografiai viszonyokat
tiikrézhetl. A szamitasok, amelyeket Quate és Gerber professzorokkal egytitt végzett
el, azt mulaltdk, hogy ez a leheldség valéban fennall. Mivel akkor az STM mar
rendelkezésre allt, annak a pasztazé berendezését hasznaltak és gyémant porbol
ragasztotlak fel .taket” vékony sztaniol lemezre, hogy a vizsgalt felszint ne szakitsa
szét. A kisérlet sikeres volt és ez vetelte meg az alapjat az atomers mikroszképial
vizsgalatoknak, A mal késztlékekben a .i0"-t (lll. a sztaniol lemezke mozgasat a
tal tarté V alakil sztaniol lemez) csiicsara vetitetl és onnan visszaversda lézersugar

mozgasa képezi le, egy tin. hasitott (kvadrans) diédara, vagy a hazl videdzasban
Is hasznalt videokamera CCD érzékeldire. Az alkalmazott lézer azonos a CD le-

mez|atszokbol Is Ismert kis méret(1 lézerekkel. Az elv nem valtozik, ha a targyasztal,
vagy a ti mozgatasaval végezziitk a pasztiazast. A legegyszeribb AFM tehat a

minta felszinének lopografiajarél adott informaciét, A 2. dbra egy AFM berendezés
vazlatat mutatja.

Az 1986-ban elvégzett elsd ki- ,
sérletek sikerén felbuzdulva, ma 2. dia
mar szamos cég allit el6 AFM ké-
szhléket. Ezeknek a haszna, hogy
az iparban a klonbdzd felszini
struktarak  (mlkroelektronikai
chipek, vezetd és nem-vezetd
anyagfelszinek stb.) nagy felbonta-
sl vizsgalata viszonylag olcsén, az
elektronmikroszkoépos  vizsgalatok
nehézkessége nélkal végezhets el
Azokat a késztlékeket, amelyek-
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3 % . ab
nek a letapogalo leje a paszlazo egység 3. abra

és igy gyakorlallag barmilyen fel- quadrins didda
tletre rahelyezhelok, .stand alone” :
készilékeknek nevezzik.

A Dioléglal alkalmazas rendkiviil
gyorsan lerjed, mivel a médszer a
plazmamembran alatli struktarak e i
vizsgalatara Is alkalmassa tehetd. A
3. dbra mulata a készilék vazlatos Erdaités
muakodésl elvét. Az X—Y Iranyban  *7¥ Visszacsatolis
mozgathatd Lo segilségével lapogalja z g Megjelenités
le a berendezés a minta felszinét. A ' _}

t .tartélapjara” fokuszalt lézersugar
ey kvadrans diédara verddik. Ennek a didgdanak a segitsépgével delektalhatd a
tihegy mozgasa a felszinen. A didda jelel megfeleld erdsités utan, szinkronban a
pisztazassal, kozvellentll megjelenithetsk. Az igy kapott kép a felszin finom struk-
tarajarsl ad informaciél. A minla Z-frAnyt mozgatdsahoz ugyanezen jelet lehet
visszacsalolaskénl alkalmazni. A visszacsalolt Jel segitségével a minta és a szonda
kozottl erdhalast (a relaliv helyzetet) allandd értéken képes tartani a rendszer.
Ezzel a [elszin magassdgviszonyalrél lehet pontos képet kapni. Ezeket az Infor-
maciokat kildn képen jelenithelttk meg. A mérés fizikal alapjai meglehetdsen
bonyolultak. A legegyszeribb és kdzérthetd megkdzelités szerint legalabbis részben
a i és a vizsgalt anyag elektronfelhéinek az egymast tasziloé ereje nem enged!
— a gyenge rugéallanda mellett —, hogy a ta behatoljon az anyagba. Ugyanakkor
a szlanlol rugédllandoja elég erds ahhoz, hogy a (it a felszinhez nyomja. Szamos
mérést tesz leheldvé a Z-lranya visszacsatolias. Mérheto a felszin aloml, molekularis
struklirijan kival, megleleld eldkezelés utan a cltoszkeleton, sl a sejlmag szer-
kezele is. Ha tiszta molekulaszuszpenziokat vizsgalunk, a molekulak konflormacios
viltozdsal is kévethetdk. A sejtek felszinén Immunologlal modszerekkel megjeldlt
antigének és receplorok eloszlisa és mintazata lathalova tehetd, Az immunogold
médszer lehetove teszl kaldnbozdo nagy- 4. dbra
sagi  kolloldalls  aranygombocskékkel
specifikusan jelzetl antigének, egyedi
molekulak azonosilasat.

Megmérhetd a molekularis és atomi
strukiarak osszelarlé ereje. A médszer
nagy elénye az eleklronmikroszképlaval
szemben, hogy kozel fiziologias kérGlme-
nyek kozottl méréseket tesz leheldvé.
Nem kevés nehézséget okoz azonban az,
hogy specifikus jelzések nélkial ritkan le-
het azonosilani az éppen vizsgalt struk-
tarakatl, A 4. abran lithaté kép mutalja,
hogy az aranygdmbakkel jelzelt sejtfel-
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szinl antigének nem egyenletesen oszlanak el, hanem mintakat képezhetnek, ame-
lyeknek a sejlek koézottl kommunikacioban lehet szerepe.

A sejlek AFM vizsgalatanak egyik 6 akadalya a sejtek igen valtozatos dom-
borzati felszine. Az AFM vizsgalatok (6 jelszava .the flatter the better”, azaz minél
laposabb valami, annal jobban vizsgalhat6. Ezért igaz az a paradoxon, hogy mo-
lekulaszuszpenzion konformacis-valtozast azonositani kdénnyebb akar angstrém
szinten Is, mint megtalalni egy 30 nm atmeéréja kolloidalls aranyjelzést egy nem
nagyon lapos sejt felszinén. Ennek ellenére a sejtek szamos olyan tulajdonsaga
valt igy vizsgalhatova, amelyek elektronmikroszkoppal ugyan megfigyelhetéek len-
nének, de az artefaktumok Iranti kételyt a preparalasi és mérési kérilmények
miatt nehéz kiiktaini. A letapogalast végzo th gyartasa maga is technikai vivimany,
hiszen a 0 hegye néhany angstrém atmeérdjii gémb. Természetesen a letapoga-
tassal nyert kép” nem teljesen tokeéletes, mert a ti alakja Is befolyasolhatja azt.
Magat a pasztazast is kalénbozé tizemmédokban lehet végezni. Ezek kozal a
sejiblolégial kisérletekhez kalandsen megfelelsnek tanlk az oszcelllals (tapping)
tzemmédban és vizes (bufferell) kézegben tzemeltelett, néhany nm atmérdja ta,
Ebben az tzemmédban nincs idében allandé kélcsénhatas a felilet és a pasztizo
szonda kozoll. A sajallrekvenclijan gerjesztett ta rezgésének amplituddja a lela-
lethez kézeledve a kolesdnhatasnak készénhetéen valtozik. Ezt az amplitadoval-
tozast képes delektalnl és korrigalni a rendszer a képalkotas kozben.

Szembeliinéd lényeges kalénbség az elektronmikroszképos és AFM mérések ko-
zolt az el6bbi megallapitasbél Is nyilvanvals, mivel AFM-mel vizes kézegben is
lehet dolgozni, aml leheletlen az elekironmikroszképos vizsgalatok soran.

Kodzeli mezd optikai mikroszkopia (NSOM)

Elvileg az elozoekls] teljesen kaldnbszs, valodl optikal médszer a kézell mezé
oplikal mikroszkopla. Ez egy olyan nagyfeloldasi képalkoté eljaras, amely foggetlen
az alkalmazolt fénysugar hullamhosszatél, ami a legtahb optikal képalkolé eljaras
korlatja. Mondhatnank gy Is, hogy az Abbe-elv megkertilésére Lewls, Fischer,
Pohl és tarsal kihagytak az oplikal az alkalmazolt rendszerbsl, Ez az eljards olyan
nem destruktiv feltletlvizsgalo moédszer, mely alkalmas nativ kérnyezetben, a pasz-
tazo elektronmikroszkop felbonlasahoz hasonlé nagysagrendd leképezésre. A fel-
bontasi kasz6b a [énymikroszkép (250 nm) és az AFM kézalt van.

Az NSOM nagy elénye a még jelenleg az AFM-nél csak valamivel gyengébb
felbontoképessége (jelenleg 10--40 nm) mellett, hogy fluoreszcencias, vagy mas
spektroszkopiai modszerekkel kombinalva a vizsgalt felszinl mintak elemei az im-
munofluoreszcencia eszkozeivel azonosithalék, a [luoreszcencia, egyéb modozata-
Ival kibovithetok.,

gy a médszer legnagyobb haszna, hogy nagy felbontas mellelt kinetikal in-
formacioval Is szolgalhat, amelyel a leképezés soran, az anyag felszinéhez igen
kézel elhelyezett (near fleld) résen (apertiran) kereszitil az anyagra vetalé fény
visszaverddése, szorddasa, vagy az anyagon athaladé [ény Igen keskeny és a fel-
szinhez igen kézell résen at leképezell és raszlerpontokbal paszitazassal felépitett
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5. dbra kép ad meg. Az 5. dbra az elv egyfajta
vazlatos alkalmazasat mutatja. A ger-
Jeszld fény egy kis apertiiran keresztil
halad at, melynek atmérdje az alkalma-
zolt fény hullamhosszanal rovidebb tar-
tomanyba eslk. Ezzel a médszerrel csak
kozvetlendl a rés alatt aktualisan elhe-
lyezkedd tertiletrd]l szarmazik a tovab-
bitott jel. A mikroszkopobjektiv gyujtl
dssze a mintan athalado fényt. A [el-
bontast elsésorban az apertira atme-
roje hatdrozza meg. Az apertGra moz-
gatAsaval (pasztazas) eldallithaté a min-
la nagyfelbontas kétdimenzlés képe. A rés elhelyezése és megfelel6 mozgatasa
(vagy a felszin mozgatisa a rés elott), llletve a fénynek a targyra (orténé ra-,
flletve elvezetése a legkdnnyebben gy valdsithatd meg, hogy a patch clamp ki-
sérletekb6l ismert kapillarist hasznaljuk fel. Ez egy olyan 30—50 nm apertaraja

vékony csb, amely a mar elézéekben megismert pasztazs elektronikaval konnyedéen
dsszeépilheld.

megviligitds

Near-field

deteklor

Konfokalis lézer pasztazé mikroszkopia (CLSM)

Temalikallag a pasztazas bevezelése és a hagyomanyos mikroszképos feloldasl
lehetéségek dramal kibovnilése miatt a Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM
Is a mal modern mikroszképiak kozé tartozik, annak ellenére, hogy tulajdonképpen
hagyomanyos optikal mikroszkdpia. A lényegl kaldnbség kdzle és a pasztazo szon-
das (erd) mikroszkoplak, pl. SFM, NSOM és a CLSM kd&zdtt az atoml felbontas
hlanya. A viszonylag nagy feloldasti transzmlsszlos elektronmikroszkopos techni-
kak egylk nagy hatranya, hogy nagyon nehezen allithaté els j6 mindséga harom-
dimenzios kép. Ezeket a problémakat a mintakészilés még fokozza (beagyazas,
mechanikal szeletelés stb). A konvencionalis optikal mikroszképos technikaknal
ez a mintakészitésl probléma kikszobdlheld, hiszen él6 sejtek dinamikus tulaj-
donsdgal Is vizsgalhaték. Az elsd kézenfekvd probléma a felbontason til az, hogy
a vizsgalt mintatertlet magasabban, illetve mélyebben levd (fokuszon kivtl esd)
részeirdl érkezd informacié csokkenti az eloallitott kép kontrasztossagal. Ez a
Jelenség fbként vastag mintakra érvényes. A vastagabb bjolégial preparatumok,
szdvelek, sejtcsoporlok vizsgalataban a CLSM meg tudta oldani azt a problemat,
hogy a kalonbdzé egymashoz kozel 1évo rétegek egyszerre toriénd, dsszefolyo le-
képezése helyell, optikallag élesen elvalaszthatld vékony rétegekbal kapott képeket
vegyen fel, azokat komputerben tarolja, és a vékony rétegekbsl a képeket tetszs-
legesen 8sszerakja.

A 6. dbra mulalja a pasztazis nyujtotla elonydket. A kép egyes pontjal sztik
aperltiran keresztil, raszterpontszertien képzédnek le. Ezzel a hagyomanyos mik-
roszképos képhez képest keskeny, jol definlalt réteghél nyert éles képeket lehet
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6. dbra Kapnl. A szamitogépes tarolasi és (-
raeldhivasl lehetdség azzal jar, hogy
pl. adott sejt belsejébe .betekinthe-
tank", anélkil, hogy azt elmetsze-
nénk.

A lézersugar kozvetlentl a min-
tara fokuszalt, a pasztazé rendszer
és a nagy numerikus apertiiraji len-
cse segilségével. A pasztazo lézersu-
gar altal gerjeszlett fluoreszcens fény
a tér minden Iranyaba szérodik. En-
nek a fénynek egy része az objekiiv
lencse altal sszegytijtadik és igy visz-
szaJut a pasztazo rendszerbe, majd
onnan egy feligateresztd tikor segit-
ségével Jut a detektorra. A lencse fo-
kuszaban levé helyrdl érkezé nyalab a gerjeszlé fénnyel azonos tton ellentétes
ranyban halad a nyalaboszté Iranyaba. A nyalaboszté és a detektor kézé helyezett
apré lyuk csak ezt a nyalabot enged! at a detektor felé. A [6kuszon kiviil esé
fluoreszcens fény (szaggatott vonal) nem jut el a detektorig ebben a rendszerben,
novelve ezzel a kontrasztot. A fokusz valahol az apertira magstt van (1. 6. dbra).
A kétdimenziés képl abrazolashoz a lézer egy adott tertiletet pasztaz végig és az
indukalt fluoreszcens fény detektalodik és konvertalédik video jelle, ami a kép-
ernyén megjelenik. A lézer jelentdsége abbol fakad, hogy a keskeny apertiiran
(gyakorlatilag nm nagysiagrend(i almérsja lyuk: pinhole) athalads fénysugar in-
tenzitasa Igen legyengal. A lézerfény Intenzitasa azonban még ekkor Is elegends
ahhoz, hogy eleklronikusan értékelhets jelet kapjunk. A kép nyilvan annal élesebb,
minél kisebb a [énypont szétlleriilése (mennyire jol definlalt az an. pointspread-
function). A modern nagy teljesitményt asztall szamitégépek ugyancsak hozzaja-
rultak ahhoz, hogy a Davidovitz és munkalarsal altal 1969-ben megkonstrualt
CLSM elterjedjen és valéban igen j6l hasznalhaté késztilékké valjon. A kiinduls
pont Nomarski (1955) differenclalis faziskontraszt optikal mikroszkopja volt, ami
a Zermke’fele hagyomanyos faziskontraszt mikroszképot jelentésen feliilmilta ab-
ban, hogy az optlkal .visszatartas™ meériékét regisztralta pontonként.

Az Igazi elony a CLSM Javara az, hogy a reflektalt vagy athaladé fénysugarakat
optikal lencse fokuszalja a kimen6 apertarara, mielétt egy fotodetektor érzékeli.
Ezzel a fokusz mélysége nagymértékben csékken, ami a konfokalitasnak a feltétele.
gy csak azonos keskeny réteghdl szarmazo sugarak jutnak az egy pasztazasi
mezé altal kialakitott képre. Tehat az elv egyszerti és lényegében a késziilék allg
valamivel bonyolultabb, mint a hagyomdanyos optikal mikroszkdp, mégls forradal-
masitotta az 0] blologlal ismerelek szerzésének lehetdsegelt.

Természelesen, a képalkolas, ha keskenyebb réteghal és élesebb fokuszsikban
torténtk Is, hagyomanyos optkal képalkotas, igy az Abbe-féle felolddst korlatok
érvényben vannak, Az Itt felsorolt mikroszképlak [orradalmasithatjak nem csupan

Detektor
oL

apertura
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a felulel, alkalmazott flzikat, de a sejtbloléglat és sok szempontbél a biokémiat °

Is. E médszereknek a rulin laboratériumi diagnosztikaba torténé bevezetése va-
lészinGleg csak Idé kérdése. A felhasznalast és széles ko alkalmazast bizonyara

pozilivan fogja belolyasolnl, hogy e médszerek ugyan egyelére nem olcsok, de a

kész(lékek ara Osszehasonlithatatlanul kevesebb az elektronmikroszképok ma Is

Igen magas 4ranal és a mérési modszerek gyakorlatilag a mintak nativ allapotaban
alkalmazhatok.

A sejtbiolégial manipulédciok 4j fegyvere: az optikai csipesz

A sejtek puszta megfigyelesét a sejtbiolégiaban koran felvaltolta, vagy kiege-
szilelte a sejteken végzett muveletek sora. Lényegében a blokémial preparativ
modszerek Igen gyakran nem egyebek, mint sejtek nagy tdmegén véghezvitt elja-
rasok, amelyek végén valamilyen sejtalkotdrészt a sejt feltarasa, 6sszetorése utan
és 4ran lsztan allitunk els. A modern szdvetlenyésztd eljarasok bevezetése és az
egyedl seftanalizist nagyszamu sejten rovid IdS alatt lehetdvé tevs aramlasi cito-

melria sem teszl azonban lehetévé egyed seftek kozottl kolesdnhatasok reprodu- |

kalhaté megfigyelését,

Az .optikal csipeszek™ (optical tweezer) bevezetise kaldnleges lehet6séget kinal
a sejtbloléglaban. Egyetlen sejtet, mikroszképos megfigyelés és megfeleld protokoll
szerint kezelés utan fel tudunk emelni anélkal, hogy észreveheté mértékben sé-
rilne és szinte tetszéleges helyre (masik kézegbe, masik sejt mellé stb.) athelyez-
heyjak, mikozben a rendelkezésnnkre allo optikal és spektroszkoplas médszerekkel
megligyeléseket végezhettink,

A 7. dbra mutatja az optlikal csipesz elvét, aml egyaltalaban nem csipesz, mint
azt nevének magyar forditasa sugallana. A sejteket gyakorlatilag nem karosits
lézersugar a csipesz. A se|t kbzegében mas sebességgel haladé (pl. infraverss)

7. dbra  fénysugar megtorik. Ha a sejt nincs
messze a fékuszalt sugar fokusz-
tavolsagatsl, akkor a fénynyomas-
bél szarmazsé erok eredsje (F,) emell
a sejlet és egyensulyt lart a gravi-
taclés erdvel. Az dbra mutatja az
eredd erdket és a sugarmenetekel.
A fénytorésbél, illetve visszavers-
désbél szarmazé vizszintes ers-
komponensek (F,), a sugarmenet
hossztengelyébe huzzak be az ob-
Jektumot és ott egyenlitik ki egy-
mast,

A 8. dbra egy lehetséges gya-
korlati alkalmazast mutat be, ami-
kor egy petesejtbe spermlumot jut-
tatunk be. Természetesen a poten-

Lézersugir objektiv lencse

nyaléb fokusz
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| 1 clalis alkalmazasok szama a sejlbi-
| l ologidban, de szamos mas tudo-
I I manyagban is igen nagy. A felemelt
1 I kicsiny objektum lehelyezése a lézer
! ! kikapcsolasaval torténik. A felemelt
sejt alalt a targyasztal telszélegesen
elmozdithatd, aml szamos manipu-
lacios lehetaséget enged meg.
hd Az allatl és névényi sejtek és sejt-
alkotérészek blolégiajanak egészen
() dimenziél tarulhatnak fel a ter-
mészetes kdrtilmények kazétt Is al-
kalmazhaté 4] mikroszkopos és sejt-
manipulaciés modszerek alkalmaza-
sa nyoman. Az igy nyert (ij Ismeretek
blotechnolégial é&s orvostudomanyi
felhasznalasa még igen kezdetl alla-
potaban van. Mivel ezek a muszerek viszonylag az olcsobb, talan még éppen
megvehet6 kategériaba tartoznak, reméljnk, hogy magyar kutaték is felfigyelnek
az 0f lehetdségekre.

8. dbra

Lézernyaldb

spermium
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