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Eloszo

El0szo, amit ,hasznalati utasitdsnak™ is nevezhetnénk. A konyvben gyakran fordulnak eld
zarojeles kifejezések, amelyek célja, hogy konnyitsék az olvasast. Alkalmazasuk a kdvetkezo
esetekben fordul eld:

— (NAGYBETU SZAM) formatum az idézett irodalomra vonatkozik. Ezek egy része
folyoiratokban fellelhetd cikkek, ekkor a L, NAGYBETU” az els§ szerz6 nevét, a ,,SZAM” sz6
a cikk megjelenésének évét jelenti. Amikor a ,NAGYBETU” intézményekre, cégekre
vonatkozik, akkor az évszam hidnyzik, mert a cégek az esetek tilnyomo tobbségében nem
kozolnek évszamot. A harmadik lehetdség az, hogy a ,,NAGYBETU” a YouTube-ra vagy a
Wikipediara utal, ekkor az évszdm hidnyat az informacionak az internetrdl vald letdltési ideje
helyettesiti. A konyv nyolc fejezetéhez kiilon irodalom jegyzékek tartoznak.

— (kisbetlis zarojeles megjegyzések) a vizsgdn nem szamon kérendd informdacidkat
tartalmaznak. Példaul egy zardjeles (angol kifejezés) azt segiti eld, hogy az interneten utana
lehessen keresni a szoban forgd témanak angol nyelven. Masrészt szdmos olyan angol
kifejezéssel taldlkozunk, amelynek eddig nem volt a magyar megfeleldje. Ilyenkor az angol
kifejezés kapcsolatot 1étesit az angol és a magyar szakirodalom kozott.

— (kisbetiis zardjeles megjegyzések) masik tipusa kutatok, tudésok nevét vagy numerikus
adatokat tartalmaz, vagy olyan informaciot, amelyek memorizalasa sziikségtelen. Ezek atugrasa
javithatja az olvasas élményét.

A konyv sok roviditést tartalmaz, amelyek angol és magyar kifejtése a konyv végén

talalhat6. Egy 1d6 utan ezek a betliszavak lehelyettesithetik a tobb szobol all6 megnevezéseket.

JO szbérakozast!

A szerz6



I. Biologiai mintak Kkorrelativ fény- és elektronmikroszkdpiajarol

roviden

A bioldgiai kutatas nagy mértékben tdmaszkodik a mikroszkopidra: fénymikroszkopot mar a
17. szazadban hasznalt Leeuwenhoek mikrobak tanulmanyozasara, az elektronmikroszkopok
pedig a 20. szazad 30-as éveitdl kezdve segitik a kutatast.

A fénymikroszkopia eldnyds tulajdonsdga, hogy funkciondlis ¢és molekularis
informaciokat ad a biologiai mintakrol ¢és alkalmas €16 sejtek vizsgalatara is. A
fénymikroszkopian beliil a fluoreszcens mikroszkdpia tlinik ki a festés szelektivitasaval,
kontrasztos képeivel. Ez utobbi annak kdszonhetd, hogy a s6tét hattérben csak a fluoreszcensen
megfestett részletek vilagitanak. A jo szelektivitds példajaként emlithetjiik, hogy ugyanazon
mintaban a DNS és RNS kiilonb6z0 szintire festhetd. A fénymikroszkopos vizsgalédasnak erds
korlatot szab a diffrakcid altal korlatozott ~200 nm-es felbontasi hatar. Tovabba a fluoreszcens
mikroszkdpia csak a megfestett objektumrol ad informdciot, annak kornyezetérdl és a
kornyezettel valo Osszefiiggéseirdl nem.

Ezzel szemben az elektronmikroszkopia a 0,1-0,2 nm-es felbontasaval jol mutatja a
biologiai minta ultraszerkezetét és a vizsgalt objektum kornyezetét is. Viszont hianyzik a
funkcionalis informacio, amit a fénymikroszkop tud adni. Az elektronmikroszkopia jelenleg
¢l6  sejtek vizsgalatira nem alkalmas. A fluoreszcens fénymikroszképia és az

elektronmikroszkopia tulajdonsagainak dsszehasonlitasat tomdoren az |.1. tdblazat mutatja.

I.1. tablazat. 4 fluoreszcens féenymikroszkopia és az elektronmikroszkopia dsszehasonlitasa

(CORTESE 2009)

Fluoreszcens mikroszkopia Elektronmikroszkopia
Felbontas + +++
E16 sejtek megfigyelése + -
Megfestett szerkezetek azonositasa + +
Meg-nem festett szerkezetek B N
azonositasa

A fenti Osszehasonlitast figyelembe véve elényds a fény- és elektronmikroszkopia kombinalt
alkalmazasa. A korrelativ fény- és elektronmikroszkopia (angolul Correlative Light and
Electron Microscopy) a tovabbiakban CLEM, szdmos fény- és elektronmikroszkdpos modszer
kombinaciojat, mddszerek sokasagat foglalja magéban.

crer

ugyanazon mintatérfogatokat vizsgal fény- és elektronmikroszkoppal (BUSHBY 2012).
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Amennyiben a vizsgalatokat kiillonb6z6 mintakon végzik, akkor 6sszehasonlitd (comparative)
vizsgalatokrdl beszéliink (VERKADE 2020). Mi a korrelativ vizsgalatokkal és ezen beliil is
csak a bioldgiai alkalmazasokkal foglalkozunk.

Az |.1. abra az elsé kombinalt fény- és pasztazé elektronmikroszkdpbol szarmazik. Az

1980-as évek tekinthetdk a mai értelemben vett CLEM kezdetének (WOUTERS 1982, 1986,
JONES 1982).

al b/
I.1. abra. Ugyanazon csoport human limfocita (L) és monocita (m) fény- és elektronmikroszkopos képe.

A fluoreszcens fénymikroszkdpos kép (al abra) nagyitisa 600x, a pasztdzo elektronmikroszkdposé
(b/ abra) 2200x (WOUTERS 1982)

A fény és elektronmikroszkopos vizsgalatok méretskalajat az 1.2. dbra mutatja:

Rayleigh felbontasi hatar

Széles-latoterl mikroszkopia 4’

Konfokalis mikroszkoépia

1
I
|

SIM, fénymintazat megvilagitas

Pasztazo elektronmikroszkopia

Transzmisszios elektronmikroszkoépia
I
1 1 L1 1 1 1

T T T T
10 um 1um 100 nm 10 nm 1nm 1A
$,0 .
. ..l' f p-e
o’ °‘ - X ®
a4~ I3
allati sejt ~ mitochondrium virus fehérje komplex  kis molekula atom

|.2. dbra. Fény- és elektronmikroszkopos modszerek felbontasa (TIAN 2021).
A RESOLFT mikroszkopidhoz tartozik pl. az elsd szuperfelbontdasi modszer a STED, az egyedi
molekuldk lokalizdacios mikroszkopiahoz tartozik a mdsodik és harmadikként kidolgozott szuper-

felbontasu modszer a PALM és a STORM. (A roviditések jelentését lasd a konyv végén)
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Az 1.2. dbran megadott felbontdsok 2021-ben még igazak voltak, de a gyors fejlédésnek
koszonhetden 2024-ben a fénymikroszkopos szuperfelbontastt modszerek koziil néhany mar
nanométernél jobb felbontasra képes.

A korrelativ fény- ¢és elektronmikroszkdpia célja, hogy kombinaljak a két vizsgalati
modszert annak érdekében, hogy a lehetd legtdbb és legpontosabb informacidt nyerjék ki a
vizsgalt objektumbdl. A CLEM-et eldnydsen alkalmazzak a kdvetkez6 esetekben:

— az ¢l6 mintdk fénymikroszkopos vizsgalatakor kapott dinamikus informaciok

kiegészitésére, nagyfelbontasu, elektronmikroszkopos, ultrastrukturalis informaciokkal,

— pontos informacidk nyerésére elektronmikroszkoppal a fluoreszcensen festett

molekulak helyérdl és allapotarol,

— olyan ritka események vizsgalatara, amelyek megtaldlasa pusztan elektron-

mikroszkoppal lehetetlen lenne. (ANDERSON 2020).

A CLEM fejlesztését valds igények hajtjak. Vannak olyan ritka vagy tranziens folyamatok,
amelyek megtalalasa, detektalasa nehézségekbe litkozik. Az ilyeneket ,,ti a szénakazalban”
hasonlattal emlegetik a szakirodalomban. A CLEM tobbek kozott az ilyen ritka és/vagy
tranziens folyamatok megtaldlasdban ¢és tanulmanyozdsdban nyujt segitséget. Nehezitd
koriilmény, hogy a sejtek haromdimenzidsak és a folyamatok nem egy sikban, hanem a térben
zajlanak le és a képalkotasnak ezt tikkroznie kell.

Szerencsés viszont, hogy mind a fény-, mind pedig az elektronmikroszkopia képes
haromdimenzios (3D) informéaciot nydjtani. A fénymikroszkopiaban tobbek kozott a konfokalis
mikroszkdp, a két- vagy tobb-fotonos mikroszkop képes erre. Az elektronmikroszkopidaban
vagy a minta tényleges szeletelésével (ultramikrotommal) vagy optikai szeletelésével
(elektrontomografia) érhetd el, hogy a két-dimenzios képekbdl haromdimenzids objektumokat
rekonstrualjunk. Ezaltal megvan annak a lehetdsége, hogy minta térfogatokat hasonlitsunk
Ossze a fény és elektronok segitségével.

Nézziik meg, miben gyokereznek a fény- €s elektronmikroszkdpia dsszekapcsolasdnak
nehézségei €s mik voltak azok a tényezdk, amelyet az sszekapcsolodast lehetdve tették.

Az egyik nehézség a két modalités eltérd felbontoképessége és a mikroszkopban lathatod

képmez0 (latotér) nagysaga (1.3. abra).
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1.3. abra. Uj médszerek megjelenése 1980 és 2015 kozott, amelyek a fény- és elektronmikroszképia
felbontdsa és latotere kozotti nagy kiilonbségeket csokkentették (DE BOER 2015)

A fénymikroszkop €s a transzmisszids elektronmikroszkop felbontasa kozott egy kb. 100-
szoros kiillonbség van ¢és a latdterek kozotti kiilonbség is legalabb tizszeres. Nem is oly régen
csak a széleslatoteri optikai mikroszkép €és a transzmisszios elektronmikroszkép allt
rendelkezésre (1.3. a/ abra). A pasztazo elektronmikroszkop (SEM) és a konfokalis mikroszkop,
amelyek csokkentették a kiilonbségeket csak 1965-ben, illetve 1980-as években valtak
kereskedelmi termékké. A latotérbeli nagy kiilonbség azt eredményezte, hogy az
elektronmikroszképban nehezen lehetett jra megtaldlni a fénymikroszkopban vizsgalt
teriiletet. Amint azt az 1.3. b/ abra mutatja a nagy-léptékii (large-scale) elektronmikroszkopia
és a szuperfelbontasu fénymikroszkopia megjelenése csokkentette a két platform kozotti
tavolsagot.

A fejlesztések (pl. Zeiss sok-sugaras MultiSEM) lehetévé tették, nagy mintateriileteket
lehessen nagy felbontasban vizsgalni pasztazo elektronmikroszkoppal kis idéraforditassal. Egy
kijel6lt nagy mintateriileten az elektronmikroszkop sok sugarral sok képet vesz fel szinkronban,
és egyetlen képpé fiizi 0Ossze szoftveres Uton. Ezzel jelentdésen csokkent a fény- ¢és
elektronmikroszkop latotere kozotti kiilonbség. (111.2. fejezet). A fény- és elektronmikroszkop
altal vizsgalt térfogatok kozotti kiilonbség is csokkent azaltal, hogy a pdasztazod
elektronmikroszkopba beépitették ultramikrotomot vagy ionsugaras vékonyité forrast. A SEM-
ben a leképezés utan a minta vizsgalt felszini rétegét eltavolitottak ultramikrotommal vagy
ionsugarral és leképezést végeztek a minta 4j felszinén. Az ily moédon automatikusan készitett
ujabb ¢és Gjabb két-dimenzios felvételekbol 3D objektumokat Iehetett rekonstrualni (I11.3. fejezet).

A SEM a felbontoképességének javulasaval (foként a téremisszios katddok alkalmazasa

révén) olyan feladatok elvégzésére is alkalmassa valt, amelyeket korabban csak TEM-mel
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lehetett elvégezni. Ezaltal a sorozat-metszetekkel operalo TEM-et (serial section TEM, SSTEM)
sok esetben SEM-mel is lehetett helyettesiteni.

Visszautalva az 1.2. abrara, a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkopia ~10 nm-es
detektalasi hataraival kozelebb vitte a fénymikroszkopiat az elektronmikroszkopiahoz a
felbontasi hatarokat illeten, javitva a kettd kozotti korrelacio lehetdségét.

Komoly problémat jelentett a8 CLEM szempontjabol a fény- és elektronmikroszkopos
minta-el6készitési eljarasok kiilonbozosége. Rutin elektronmikroszkdpos minta-elokészités, és
az elektronmikroszkép elektronnyaldbja megsziinteti vagy nagy mértékben lecsokkenti a
fénymikroszkopiara preparalt mintak fluoreszcenciajat. Masrészrdl a fénymikroszkdpos minta-
elokészités gyakran megvaltoztatja a minta ultraszerkezetét (DE BOER 2015).

Egy 0j minta-el6készitési megoldas, az ultragyors meritéses fagyasztas, (angolul plunge
freezing) jelent6sen hozzajarult a TEM és ezaltal a CLEM fejlédéséhez. Dubochet felismerte,
hogy minta kémiai fixaldsa helyettesithetd olyan gyors meritéses fagyasztassal, hogy a
mintdban amorf jég keletkezzen, amely nem teszi tonkre a minta szerkezetét, mint a kristalyos
jég. S6t, kozel nativ formaban 6rzi meg (DUBOCHET 1982).

A z06ld fluoreszcens protein (GFP, Green Fluorescent Protein) felfedezése is
(SHIMOMURA 1962) hozzajarult, hogy a fénymikroszkopia lehetdségei jelentésen
megjavultak. Ugyanis a fluoreszcens festéket ezek utan genetikai uton is be lehetett vinni a
vizsgalandd mintiba igy az €16 mintdban végbemend folyamatok célzottan vizsgalhatokka
valtak. A GFP felfedezését kovetden a zold szintin kiviil sok mas szinli fluoreszcens fehérje
felfedezése kovette.

A fent felsorolt ujitasok koziil tobb is olyan nagy jelentdségli volt, hogy harom
alkalommal kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak a feltalalokat. A z6ld fluoreszcens fehérjékkel
kapcsolatos vizsgélatokért 2008-ban (Martin Chalfie, Shimomura Oszamu és Roger Tsien), a
szuper-felbontast fluoreszcens mikroszkopiaért 2014-ben (Eric Betzig, Stefan Hell és William
Moerner), végiil a krio-elektronmikroszkopiaért 2017-ben (Jaques Dubochet, Joachim Frank és
Richard Henderson) adtak Nobel-dijat. Ezek a Nobel-dijak és az évszamok azt jelzik, hogy a
mikroszkopia teriiletén igen nagy fejlédés ment végbe az utdbbi évtizedekben.

A fény- és elektronmikroszkopia kozotti kiilonbozdség athidaldsdban fontos szerepet
jatszott a mintapreparalds egyéb valtoztatasai is. Egyrészt kevésbé agressziv vegyszereket
alkalmaztak az elektronmikroszképos preparalasban, amelyek nem sziintetik meg a
fluoreszcenciat, masrészt olyan két-funkcidos probakat fejlesztettek ki, amelyek mind a

fénymikroszkopban, mind pedig az elektronmikroszkopban lathatok.
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Egy CLEM modszer kivalasztasaban nehézséget okozhat a kezdd kutatonak, hogy sokféle
fénymikroszkopos ¢és sokféle elektronmikroszkopos modszer 4ll rendelkezésre a
kombinaciohoz. A kivalasztas f6 szempontjanak a megoldando bioldgiai problémanak kell

lennie. Az 1.4. abra tovabbi segitségnek bizonyulhat a dontéshozatalban:

hatékonysag (adatgyiijtés sebessége)

nativ

allapot ieTogat

térbeli felbontas idébeli felbontas

1.4. abra. A vizsgdlati modszer kivalasztasanak szempontjai (SCHER 2020)

Az 1.4. dbra szerint kompromisszumra kényszeriiliink a kivalasztand6 CLEM modszert illeten.
Ot paramétert, a térbeli felbontast, az iddbeli felbontast, az analizalandé mintatérfogatot, az
adatgylijtés sebességét €s a minta nativ allapotanak megtartasat kell szem el6tt tartani. Sokszor
egyszeri megoldasokat is valaszthatunk, ha tisztdban vagyunk a kompromisszum adta
lehetdségekkel.
Konyviinkben roviden attekintjiik azokat a fénymikroszkopos modszereket (1. fejezet)
és elektronmikroszkopos modszereket (I11. fejezet), amelyek a CLEM-ben szerepelnek, majd a
két modalitast 6sszekotd kapcsold elemeknek szenteljiik a IV. és V. fejezetet.
A CLEM-et harom fejezetben targyaljuk és pedig olyan szempontok szerint, hogy
— a minta-el6készitést és az elektronmikroszkopos vizsgalatokat szobahdmérsékleten
végzik (V1. fejezet)
— a minta-el6készitést alacsony hdmérsékleten, az elektronmikroszkopos vizsgalatokat
szobahomérsékleten végzik (VII. fejezet)
— a minta-elokészités és az elektronmikroszkopos vizsgalatok krio-hémérsékleten

torténnek (VIIL. fejezet).

Krio-hémérséklet alatt a T < —140 °C alatti hdmérsékleteket fogjuk érteni. A krio-modszereknél

nincs kémiai fixalas, a szeleteléshez a mintdkat krio-hémérsékleten fagyasztjak.
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A szobahdmérsékleti modszerek {6 jellemzdje, hogy a mintdk fixaldsa kémiai Gton, a
szeletelésiik pedig gyantaba valo bedgyazas utan torténik.

A VII. fejezetbe két modszert soroltunk, amelyekben a szobahémérsékleti és krio-
hémérsékleti modszerek jellemzoi keverten jelentkeznek:

— a Tokuyasu-moédszerben kémiai fixalas utdn amorf jégbe fagyasztjadk a mintat, ami
lehetdvé teszi a krio-metszést. A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgélatot
felolvasztott mintan szobah6mérsékleten végzik.

— a masik moddszerben a nagynyomdsu fagyasztast fagyasztdsos helyettesitéssel
kombinaljak (HPF+FS). A fagyasztdsos helyettesitést alacsony hémérsékleten (kb.
—90 °C) kezdik, majd a mintat lassan visszahozzak szobahémérsékletre és ott végzik az

elektronmikroszkdpos vizsgalatot.
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II. A fénymikroszkopia, mint a CLEM egyik komponense

A fénymikroszkopia és az elektronmikroszkdpia szinte minden modszere 6sszekombinalhatd
egymassal azzal a céllal, hogy a két platform elonyoOs tulajdonsagait egyesitsiik és a
hidnyossagait csokkentsiik. A 1II.1. abra a leggyakrabban megvalositott fény ¢&s
elektronmikroszkopos kombinaciokat mutatja. Az abra bal oldalan az elektronmikroszkdpos

modszerek, a jobb oldalan a fénymikroszkopos modszerek vannak felsorolva.

elektrontomografia

kétfotonos pasztazd
‘mikroszképia

transzmissziés

elektronmikroszképia stochasztikus optikai

rekonstrukciés mikroszképia

fotoaktivalt lokalizaciés
mikroszképia

stimulalt emisszio-kioltason

pasztazé AL, R
elektronmikroszképia alapulé mikroszképia

fénymintazat-megvilagitasu
mikroszképia

I1.1. &bra. A fény és elektronmikroszkopos modszerek gyakran alkalmazott kombindcioi.

A roviditések jelentéseit lasd alabb (BEGEMAN 2016)

A 11.1. dbran lathat6 roviditések magyar megfelel6i:
EPI1 — epifluoreszcens mikroszkopia,
LSM — (Laser Scanning Microscopy), pasztazo lézer mikroszkopia,
STORM - (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), stochasztikus optikai
rekonstrukcids mikroszkopia,
PALM — (Photoactivated Localization Microscopy), fotoaktivalt lokalizacios mikroszkopia,
STED — (Stimulated Emission Depletion), stimulalt emisszio-kioltas,
SIM — (Structured Illumination Microscopy), fénymintazat-megvilagitastt mikroszkopia,
SEM — (Scanning Electron Microscopy), pasztazo elektronmikroszkopia,
TEM — (Transmission Electron Microscopy), transzmisszios elektron mikroszkopia,

ET — (Electron Tomography), elektrontomografia.

A fénymikroszkopia elényei a CLEM-ben roviden ugy foglalhatok dssze, hogy lehetdvé teszi
az ¢lo sejtek vizsgalatat, dinamikus €s funkciondlis informdciok nyerhetdk vele. Viszont a

felbontoképessége hatart szab annak, hogy mit vagyunk képesek meglatni és azonositani. Mig
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egy baktérium elég nagy tud lenni, hogy részleteit lathassuk, egy megfestett virus csak egy

vilagité pont marad, mindenféle hasznos informacié nélkiil.

II.1. Fluoreszcens fénymikroszkopia (FM)

A CLEM-ben a fénymikroszkoépidban hasznalt modszerek koziil kiilondsen hasznosak a
fluoreszcens modszerek. Ezekkel ugyanis specifikusan €és szelektiv modon lehet megfesteni
sejtalkotokat, molekula csoportokat. Fluoreszcens modszerekkel sajnalatos moédon nem kapunk
informéciot a vizsgalt objektum kornyezetérdl és a kornyezettel vald kolcsonhatdsarol, még
akkor sem, ha egyidejiileg tobbféle festést alkalmazunk. Az elektronmikroszkép viszont a
kornyezetrdl is ad informaciot, de az tobbnyire nem molekularisan specifikus.

A fluoreszcens mikroszkopiat (FM) az is kiemeli a sorbol, hogy a festék (egy fluoreszcens
fehérje) genetikai uton is bejuttathatd a vizsgalando fehérjébe. Ez a lokalizaciot pontossabba
teszi, mert nem egy tavoli marker mutat ra a keresett objektumra, hanem maga az objektum
vilagit.

A hagyomanyos ¢s a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkopiarol (STORM, PALM,
STED) magyar nyelvii tankonyv is kaphaté (POZSGAI 2019).

A fluoreszcens mikroszkdpia egyik kulcsfontossagi eleme lett a zolden fluoreszkalo
fehérje (GFP, Green Fluorescent Protein), amelyet 1962-ben O. Shimomura allitott elé az
Aequorea victoria nevii meduzzabol. (Az Aequorea victoria egy atlatszo, csaknem szintelen
meduza, amelyben két fontos fehérje talalhato: az aequorin és a GFP. Az aequorin napfény
hatasara Ca?* ionok jelenlétében kék fényt bocsat ki, amelyet egy masik fehérje, a GFP zold
fénnyé valtoztat 4t.)

A GFP (Green Fluorescent Protein) 238 aminosavbol allé6 molekula, tomege 27 kD. 509
nm-es hullamhosszon z6ld fényt emittal, amikor 395 nm-es vagy 475 nm-es hullamhossza

fénnyel vilagitjuk meg.
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11.2. abra. A z6ld fluoreszcens fehérje jellemzdje, hogy a kromofor a fehérje belsejében taldalhato és

nem kiviilrol konjugaljak ra.

A z061dt6] eltérd szinli fluoreszcens fehérjéket Roger Tsien fejlesztette ki. A fluoreszcens
fehérjékkel kapcsolatos vizsgélatokért Shimomura Oszamu, Roger Tsien és Martin Chalfie
kémiai Nobel dijat kapott 2008-ban.

A GFP forradalmian valtoztatta meg a biologiai mikroszkopia lehetdségeit, mert lehetdve
tette, hogy vided-mikroszkoppal nyomon kdvethessiik az €16 sejten belil végbemend
folyamatokatA GFP nagy el6nye, hogy a fluoreszcenciajahoz semmilyen enzimre nincs
sziikség, genetikai uton be lehet juttatni a vizsgaland6 szervezetbe és a vizsgalatot €16
szervezetben lehet végrehajtani.

A GFP-szeri festékek a GFP tovabbfejlesztett valtozatai (EGFP, enhanced GFP)
kedvezdbb fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a meduzabdl szarmazé Gn. wild
type GFP (wtGFP).). Z51dtdl eltérd szinii fluoreszcens fehérjék egész sorat hoztak 1étre: vordset
(RFP, red fluorescen protein), sargat (YFP, yellow), kéket (EBFP, enhanced blue), ciant (ECFP
enhance cyan) stb.

A GFP alkalmazésat korlatozza, hogy a minta formalinos fixalasakor vagy parafinba
torténd bedgyazasakor elveszitheti fluoreszcencidjat. (SWENSON 2009). Viszont jol mitkddik
a DAB-bal (3-3' diaminobenzidin) val6 kombinacioban (1V.3.1. fejezet).

A megvilagitas lehet széleslatoterti és konfokalis.
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11.3. abra. A széleslatoterti és a konfokalis tizemmod

Az epi-megvilagitas egy széleslatoterii reflexios lizemmoda megvilagitas.

Az epifluoreszcens és konfokalis fluoreszcens mikroszkopok elvi sémajat a 11.4. abra
mutatja.

Az epi-megyvilagitast az jellemzi, hogy a megvilagitas és a detektor a minta ugyanazon az
oldalén van. Nyaldboszt6 tiikrot hasznalnak mind az epi-fluoreszcens, mind pedig a konfokalis
fluoreszcens mikroszkopban a gerjeszté és a gerjesztett sugarzas elvalasztiasara. Az
epifluoreszcens mikroszkopokban korabban széles spektrumi iv-fényforrast hasznaltak, a mai
modern berendezésekben 4-6 kiilonb6z0 szini LED ladmpa biztositja a csaknem

monokromatikus megvildgitast a kiilonboz6 hullamhosszokon.
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11.4. abra. a/ Epifluoreszcens fénymikroszkdp, b/ konfokdlis fluoreszcens mikroszkop sémdja

A konfokalis mikroszkopokban tobbnyire lézert alkalmaznak fényforrdsnak és két tiilyuk
segitségével érik el, hogy a detektorba csak a fokuszsik egy pontjabol érkezzen fény az Un.
,pont-detektorba”, ami gyakran egy fotoelektron-sokszorozo vagy lavina fotodioda (APD,

Avalanche Photo Diode). A két tiilyuk kizarja a fokusz-sik alatti vagy feletti szort sugarzast.
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A konfokalis mikroszkopban a képalkotashoz péasztazasra van sziikség, igy a mikroszkopot
konfokalis 1ézer péasztazd mikroszkopnak nevezik és CLSM roviditéssel jelolik. (Confocal
Laser Scanning Microscope). Az epifluoreszcens mikroszképoknal nincs sziikség pasztazasra,
detektorként kétdimenzios CCD kamerat, vagy elektronsokszoroz6 CCD kamerat (EMCCD,
Electron Multiplying Charge Coupled Device) vagy sCMOS kamerat (scientific
Complementary Metal Oxid Semiconductor) alkalmaznak. Az utobb emlitett két detektor
eldnye a nagy fényérzékenység, igy a vizsgalandd6 mintat kimélni lehet azéltal, hogy a
besugarzo fény intenzitasat lecsokkentjiik.

A konfokalis mikroszkop valamivel jobb felbontast ad, mint az epifluoreszcens

mikroszkop, de a diffrakcids hatara konfokalis mikroszkopnak is hatart jelent.

I1.1.1. Immunfluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkopia egyik elterjedt alkalmazasat az immunolégidban taldljuk meg
ahol az alkalmazas alapja a specifikus antigén-antitest kolcsonhatas. Ennek segitségével az
immunfluoreszcens mikroszkdpia képes fehérjéknek szoveteken beliili lokalizalaséra,

megjelenitésére. Az immunfluoreszcens festés két lehetoségét a 11.5. abra mutatja.

primer immunfluoreszcencia szekunder immunfluoreszcencia
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11.5. abra. Primer (direkt) és szekunder (indirekt) immunfluoreszcencia

A primer immunfluoreszcencidban a megfestett primer antitest megtalalja a célzott antigénjét,
pontosabban annak epitopjat. A szekunder immunfluoreszcencidban el0szor egy primer
antitestet kotiink az antigén epitopjahoz és ehhez kotjiik a fluoreszcens festékkel (fluorofor)
ellatott szekunder antitesteket. A gyakorlatban a szekunder immunfluoreszcencia az
elterjedtebb, tobb ok miatt. Egyrészt azért, mert a megfestett szekunder antitest szelektivebben

azonositja a megcélzott antigént. Masrészt a primer antitestre tobb szekunder antitestet és tobb
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fluorofort lehet kotni. Ez megnoveli a detektalhatd fluoreszcens fény intenzitdsat, noveli a
detektalas érzékenységét. Harmadrészt a szekunder antitestek haszndalata sokkal olcsdébb, mint
a primereké.

Az immunfluoreszcens vizsgélatokat mindaddig csak fixalt mintakon lehetett végezni,
mig fel nem fedezték a zold fluoreszcens fehérjét (GFP), amit genetikai Uton lehetett a
vizsgalandé mintéba juttatni. Ettdl kezdve az immunfluoreszcens vizsgélatokat mar €16 mintan

is el lehetett végezni.

I1.2. Haromdimenzids fénymikroszkopia

Folytatjuk az immunfluoreszcens mikroszkoépidnal elkezdett gondolatmenetet. A detektalod
antitestek nem tudnak a sejtmembranon athatolni és elég mélyen a mintaba behatolni. A keresett
protein helyzetének térbeli meghatarozasat megneheziti a fénymikroszkép 500-700 nm-es
mélységi felbontasa is. (Ez sokkal rosszabb, mint a lateralis ~200 nm-es felbontasa.)

A problémak megoldhatok a mintak ultramikrotomos szeletelésével vagy optikai szeleteléssel.

I1.2.1. Fluoreszcens AT-tomografia (Fluorescent Array Tomography)

Az AT-tomogrdfia a leképezési modszereken ativeld ultramikrotomos szeletelési eljaras, amely
a beagyazott ultravékony szeleteket olyan rendezett formaban tartja, hogy segitségével 3D
rekonstrukciot lehet végrehajtani mind fénymikroszkopos, mind pedig elektronmikroszkopos
uton (IL.6. abra) (MICHEVA 2007). A CLEM fénymikroszkéopos komponenseinek
felsorolasakor a cimben a fluoreszcens AT-tomografiat emeltiik ki, de konyviink szempontjabol
az AT-tomografidval megvalositott korrelativ fény- és és elektronmikroszkopia lesz a fontos.

(Megjegyzés: az array angol sz6 rendezett halmazt jelent, a tomografia pedig a
haromdimenzios képnek a kétdimenzids szeletekbdl (gordgiil tomosz) valo eldallitasat.) Az
array tomographyt magyarul AT-tomografianak fogjuk nevezni.

A I1.6. abran lathatd szovet mintdkat akril (LR White) gyantdba agyaztdk be, majd
ultramikrotommal ultravékony (70-200 nm) szeletekre vagtdk. Az egymads utan eléallitott
szeletek ,,szalagot” képeztek, amelyeket liveg feddlemezre rogzitettek. A szalagokat vagy
fluoreszcens antitestekkel vagy mdas fluoreszcens festékekkel festették majd a 2D képek
sorozatabol 3D képeket készitettek szamitogépes titon. Egy-egy metszetsorozatot ki lehet mosni
¢és Ujrafesteni és a 2D képek felvételét Gjra kezdeni és Gjabb 3D képet rekonstrudlni. Az utolséd
1épésben a metszet-sorozatot nehéz fémmel festették meg €és pasztazod elektronmikroszkopos

felvételsorozatot készitettek. A 2D képekbdl szamitdgépes tton 3D rekonstrukciot végeztek.
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A 11.6. dbra megmutatja, hogy az AT-tomografia magaban hordozza a korrelativ fény- és

elektronmikroszkopia lehetdségét.
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11.6. abra. AT-tomogrdfia (array tomography) (MICHEVA 2007)

Az AT-tomogréafia jelentds elérelépés a korabbi technikdkhoz képest, mert javitottak a
konfokalis

metszeteken dolgoztak. A szeletek rendezettsége révén javultak a 3D rekonstrukei6 lehetéségei.

fénymikroszkop axidlis (z-irdny) felbontasat azaltal, hogy ultravékony
Az antigének térbeli eloszlasat elektronmikroszkdposan nagy térfogatban nagy felbontéssal
meg tudtak hatarozni.

Micheva egy késobbi kdzleményeben (MICHEVA 2010) részletesebben leirja az altala
kidolgozott AT-tomografiat. Az érdeklddéknek ajanljuk Wacker ¢és munkatarsainak
kozleményét is (WACKER 2013), akik az AT-tomogafiaban a szeletelés utan pasztazod
elektronmikroszkopot hasznaltak leképezésre. A Youtube-on és a jove.com weboldalon

talalhato videoban élvezetesen bemutatjak hogyan =zajlik az AT-tomografia. Az AT-

tomografiahoz visszatériink az Ill. fejezetben.

I1.2.2. Optikai szeletelés: konfokalis mikroszkodpia és tobb-fotonos mikroszkopia
A CLEM szempontjabdl jelentésége van annak, hogy a konfokalis mikroszkoppal a fokuszsik
helyzete valtoztathat az objektiv lencse fiiggdleges, piezoelektromos mozgatasa révén. Az igy

felvett kép-sorozatbol haromdimenzidos kép készithetd. Erre sziikség van, mert a sejtek
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haromdimenziésak. A 3D CLEM-ben a hiaromdimenziés fény- ¢€s elektronmikroszkopos
képeket korrelaljak.

Nem a konfokalis mikroszkop az egyetlen lehetdség haromdimenzios fénymikroszkopos
képek készitésére. A tobb-fotonos mikroszkdpok is adnak lehetéséget erre. Vegyiik pl. a
kétfotonos mikroszkopot (DENK 1990). A kétfotonos mikroszkop (2PLSM, Two-Photon Laser
Scanning Microscope) fényforrasa olyan nagyfrekvencias 1ézer (femtoszekundomos Ti: zafir
1ézer), amelynek segitségével el lehet érni, hogy két azonos (vagy kozel azonos) energiaju foton
olyan kolcsonhatasba 1épjen egy besugarzott molekulaval, mintha egyetlen, de kétszer akkora
energiaju foton abszorbedlodott volna. Ez akkor lehetséges, ha két foton egyidejiileg (0,1
femtoszekundumon beliil) abszorbealodik a molekuléban. igy a kétfotonos mikroszképidban a
konfokalis mikroszkopnal sziikséges tlilyuk apertura nélkiil is el lehet érni, hogy a megvilagito

fény csak egy pontban gerjessze a fluoreszcens festéket. (I1.8. abra)

teleszkop &
nyalab
EOM= pasztazas
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11.7.4bra. A kétfotonos mikroszkdp sémaja (ZIPFEL 2003)
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11.8. dbra. Egyfotonos és kétfotonos gerjesztés osszehasonlitasa fluoreszcein segitségével.
al egy-fotonos gerjesztés, fokuszalt 488 nm-es fénnyel, b/ fokuszalt kétfotonos, femtoszekundumos
megvilagitas 960 nm hullaimhosszusagu fénnyel (ZIPFEL 2003)

I1.3. E16 sejtek vizsgalata fénymikroszkoéppal

Az €16 sejteket, mikrobakat mar a XVII. szdzadban Antonie van Leeuwenhoek is vizsgalt
allovizekbol vett mintakban. (Ot tekintik a mikrobioldgia atyjanak.) Manapsag statikus
mikroszkopos képeken kiviil, digitalis mikroszkop kameraval készitenek mozgdképet €16
mintakrol, vagy idéugrasos technikaval (time-lapse microscopy) rogzitik a hosszabb ideig tarto
folyamatokat. Az €16 szervezetben lezajlo folyamatok dinamikajanak kovetése alapvetéen
befolyasolja a korabban csak statikus képekbdl ismert folyamatok megértését. Régen video-
rekordert, manapsag digitalis mikroszkop kamerat hasznalnak képrogzitésre. Kiilonbozo
feladatokhoz kiilonb6z6 mikroszkop kamerakra van sziikség. Azon tulmenden, hogy vannak
monokrom és szines kamerdk, a gép altal elérhetd felvételi sebességeknek is meg kell felelniiik
a vizsgalandé biologiai folyamatoknak. Fluoreszcens vizsgalatokhoz monokrom kamerat
hasznalnak, a megfeleld kamera kivalasztisahoz jo alapismeretekkel kell rendelkezniink.
(Ehhez ajanljuk a Zeiss tudasbazisat.) Az €16 sejtek mikroszkopos Vizsgalatahoz sok
alapismeretet tartalmaz Cuny attekint6 kozleménye (CUNY 2022).

Korabban erdsek voltak a korlatok, hogy mennyi ideig lehet egy mintat videdzni,
manapsag az inkubatorokkal egybeépitett fénymikroszkdpok és az 1d6-ugrasos technika akar
tobb napos megfigyeléseket is lehetové tesznek. Az idéugrasos mikroszkopiaban viszonylag
hosszt id6n at vesznek fel képeket, majd felgyorsitva lejatsszdk. A minta fényterhelése

szempontjabol kedvezd, hogy a minta csak a felvétel készitése idejére van megvilagitva.
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Az inkubatorokban minden olyan paramétert be lehet éllitani, amely a minta optimalis életben
maradasahoz sziikséges: homérséklet, CO> tartalom, pH, tapoldat stb.

Kiilonb6z6 fénymikroszképos technikakat (pl. a fluoreszcens mikroszkopia szamos
modszerét) lehet bevetni a megfigyeléshez, de fontos szempont, hogy a megvilagitas ne
karositsa a mintat és a normal sejtmiikodést se zavarja. Az erés fény megzavarja a sejtek normal
mikodését: ezt fotomérgezésnek, fototoxicitdsnak nevezik. A fotokifakulds (angolul
photobleaching) a fluoreszcens mikroszkopia zavard velejaroja (kivéve a FRAP és FLIP
modszereket, amelyek hasznositjak a kifakulas jelenségét). A fotokifakulas fokozatos
kontraszt-gyengiilésben nyilvanul meg és a fluoreszcens fényemisszio végleges elvesztéséhez
vezet. Oka az, hogy a fluoreszcens fényemisszié olyan reaktiv oxigént termel, ami a sejteket
elpusztitja. (A reaktiv oxigén termelése a fluoreszcens emisszion kiviil maganak a sejt
mikodésének is a kovetkezménye.) Vannak olyan fluoreszcens festékek, amelyeknek a
fotokifakuldsa csekély pl. az Alexa Fluor festékek, de a fluoreszcens kvantum pontok vilagitasa

ebbdl a szempontbol még kedvezobb.
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11.9. abra. Az epi-fluoreszcens megvilagitas és fénysik-megvilagitas osszehasonlitasa (ZEISS 1)

A 11.9. dbra azt mutatja, hogy a minta fényterhelése csokkenthetd, ha olyan fénysikkal vilagitjak
meg a mintat, amelynek irdnya merdleges a detektalas iranyara. Fénysik-megvilagitaskor a
detektalo optika fokuszsikja egybeesik a megvilagito fény sikjaval és fluoroforok csak ebben a
sikban gerjesztddnek.

Stelzer szerint (STELZER 2015) az €16 mintdk mikroszkopos vizsgalatdhoz felhasznalt
fényenergianak Osszhangban kell lenni a Napbdl a Foldre érkezd energiastirliséggel, ami az
egyenlitd kornyékén 1,4 kW/m?2. Ezt dtszdmolva a mikroszkopidban hasznalt egységekre, a
minta megvilagitasakor az 1 nW/um? értéket nem szabad tallépni. Minél nagyobb és vastagabb
a vizsgalt objektum és minél hosszabb ideig vizsgaljuk, annal tobb fényenergia nyelddik el benne.

Az ¢él6 sejtek mikroszkopidja a zold fluoreszcens fehérje (GFP, Green Fluorescent

Protein) felfedezésével viragzott fel.
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I1.4. Krio-fluoreszcencens mikroszkodpia (krio-FM)

A fénymikroszkopidnak az elektronmikroszkopiaval valod korrelaciohoz kell, hogy a fény-
mikroszkopban megfigyelt folyamat egy adott pillanatat elektronmikroszkopban nagy
felbontasban is vizsgalni lehessen. Ehhez meg kell allitani a folyamatot, fixalni kell a mintat.
Erre kétféle lehetéség van: vagy kémiai vagy fagyasztasos fixalas. A fénymikroszkdpban
rogzitett allapotnak id6ben a lehetd legkozelebb kell lennie az elektronmikroszkopban meg-
figyelt allapothoz. Ebbdl a szempontbol a kriofixalas bizonyult gyorsabbnak a kémiai
fixalashoz képest, raadasul kriofixalaskor kevesebb a miitermék a fixald vegyszerek hianya miatt.
Kedvezd az is, hogy alacsony hémérsékleten a fluoreszcens festékek fotokifakuldsa jelentésen

lassabb, mint szobahémérsékleten (SCHWARTZ 2007, HULLEMAN 2018, FAORO 2018).
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11.10. 4bra. Elesztébe expresszalt zold fluoreszcens fehérje (GFP) fotokifakuldsanak iddfiiggése

szobahdmeérsékleten és -140 °C-on. Nagyon nagy a kiilonbség a fluoreszcens élettartamokban (t)

(FAORO 2018)

A krio-fénymikroszkopia lehetové teszi a vizsgalandd mintateriiletek azonositasat a krio-
elektronmikroszkopidhoz.

A krio-elektronmikroszkopianal részletesebben Kkitériink arra, hogy az évtizedekkel
kordbban alkalmazott fagyasztasi eljardsoknal a mintaban kristalyos jég keletkezett. (A
hangsuly a kristdlyoson van.) A viz fagyasztaskor kiterjed €s a jégkristalyok tonkre teszik a
vizsgaland6 bioldgiai mintat. Dubochet érdeme, hogy manapsag olyan ultragyors meritéses
fagyasztasi eljarassal (plunge freezing) dolgoznak az elektronmikroszkoposok, amelynél a
vizsgaland6 mintaban —135 °C alatti hémérsékleten amorf (iivegszerti) jég keletkezik, amely
hidrataltan, kozel nativ allapotban 6rzi meg azt (DUBOCHET 1982).

A fénymikroszkopiaban a CLEM-hez még egy masik gyors fagyasztas eljarast is

alkalmaznak fixalasra, amelyre a mikrofluidika adott lehetéséget.
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A mikrofluidika kis csatornakban mozgd, kis térfogatu (akéar femtoliternyi) folyadékok
vizsgélataval és alkalmazéasaval foglalkozik. A csatorndk keresztmetszete a 10 um x 10 um
nagysagrendbe esik. MeglepOen széleskorli az alkalmazasuk, amelyek koziil legismertebb a
tintasugaras nyomtatok feje (MIKROFLUIDIKA, WIKIPEDIA).

CLEM példaként olyan mikrofluidikai kisérleti elrendezést mutatunk be, amelyben a

fagyasztott allapot csak 10 msec-ot késik a fixalas pillanatahoz képest.
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I1.11. abra. Az in situ mikrofluidikai kriofixdlas elvéhez (FUEST 2019)

A miniatiir (PDMS, polidimetilsziloxan) mintatartdo kamra a fénymikroszkop objektiv lencséje
alatt talalhat6 (11.11. abra). A bal oldali abran a vizsgaland6 minta (C. elegans) 25 °C-on van.
A homérsékletet flitéssel allitjak be, mert a minta alatt talalhatd cseppfolyds nitrogén fiirdd
alacsony hdmérsékletet eredményezne. A flitétest és a cseppfolyds nitrogénnel hiitott hdelnyeld
kozott ~5 pm-nél vastagabb SiO» réteg van. A fiités kikapcsolasa utan (jobb oldali abra) a minta
hémérséklete hirtelen —140 °C ala siillyed és a kriofixalas végbemegy. Ahhoz, hogy a mintaban
1évd jég amorf allapotban fagyjon meg, a kritikus paraméter a lehiités sebessége, amelyre elsd
kozelitésben 20 000 °C/sec-ot becsiiltek a csatorna teljes mélységére (FUEST 2019). A
vizsgalatokrol 1250 képkocka/sec sebességii videofelvételeket készitettek. A gyors lehiilés kis
hoé-tehetetlenségli rendszert igényel, ezért az éabran kékkel jelolt folyadék (fagyasgatlo
glicerinnel kevert M9 oldat) magassaga legfeljebb 20 pm lehet. A Krio-fénymikroszkdpos

vizsgalat utdn a minta a krio-elektronmikroszkopba kertil a korrelativ vizsgalatok céljabol.
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Tekintettel arra, hogy a felbontast a fény hullamhosszan kiviil a numerikus aperttira (NA)
hatarozza meg (d :A/ oN4) vannak torekvések arra nézve, hogy 1-nel nagyobb numerikus
aperturaju immerziés objektiveket fejlesszenek ki. (NA= n sin a, ahol n a torésmutato, o az
objektiv lencse nyilasszogének a fele). Szobahdmérsékleten az immerzios olajok révén az NA
~1,3-1,4 is lehet, krio-hdmérsékleten az immerzios folyadékok hianya miatt NA rendszerint
kisebb, mint 1. Egy egyszeri abra a DELMIC oktato filmjébdl, amelyen a szobahdmérsékletii
¢s krio-homérsékletli objektiv lathato:

szoba- krio-
hémeérséklet hémeérséklet

an. a8
100x
NA 1.4 100x
NA 0.9

11.12. abra. Objektivek, szobahémersékleten immerzios olajjal és krio-hémérsékleten immerzios olaj

nélkiil (https://www.youtube.com/watch?v=KqtarowTRHc&t=23s)

A krio-fénymikroszkopiaban kiilonds jelentéségii egy olyan Krio-immerzios lencse
megalkotasa, amely nagyfelbontasu és torzitasmentes képet ad (FAORO 2018). A krio-FM-r6l
bdovebben a VIII.1. fejezetben irunk.

I1.5 Szuperfelbontasu fluoreszcens fénymikroszkopia (SRM)

A szuperfelbontasu fluoreszcens fénymikroszkopiat nanoszkopianak is nevezik. A latvany,
hogy a szuperfelbontas mennyire kiillonbozik a hagyoméanyos fénymikroszkopos felbontastol,

mindennél tobbet mond (11.13. abra).
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11.13. &bra. Ugyanazon terepen lévd mikrotubulusok képe szuperfelbontdisban (4) és konvenciondlis

felbontasban (B) (BATES 2007)

Szuperfelbontasndl a fluoreszcens festékeknek (fluoroforok) nagyobb szerepe van, mint a
hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopiaban. Egy-egy szuperfelbontasu modszer csak specialis
festekekkel miikodik.

A fény hatasara végbemend fluoreszcens valtozasoknak harom alapvetd folyamatat

=

kiilonboztetjiik meg: fotoaktivalast, fotokonvertalast és reverzibilis fotokapcsolast (11.14. abra).
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fotoaktivalas fotokonvertalas reverzibilis fotokapcsolas

11.14. abra. Fény hatdasdara bekovetkezd folyamatok. A fotoaktivalas és fotokonvertalas irreverzibilis, a

fotokapcsolas reverzibilis. (Roviditések: gerj., gerjesztés, em., emisszio) (SYDOR 2015)

A fotoaktivalas irreverzibilis kémiai folyamat. A fotoaktivalhatd (photoactivatable) festék
kezdeti allapotdban nem (vagy nagyon kevéssé) fluoreszcens. A kezdeti allapotot inaktiv vagy
sotét allapotnak nevezik. Ultraibolya, ibolya vagy kék sugarzassal aktivva tehetd a festék.
Ezutan egy masik szinii fénnyel fluoreszcencidra gerjesztheto.

A fotokonvertalhato (fotoconvertible) fluorofor kiindulési allapotadban is fluoreszcens. A
fotokonvertalas hatdsara megvaltozik a fluorofor gerjesztési €s emisszios hullamhossza a
konvertalasi el6tti allapothoz képest. A fotokonvertélas is irreverzibilis folyamat.

A fotokapcsolhaté (photoswitchable) fluorofor reverzibilisen Ki-be kapcsolhato. A

bekapcsolas ultraibolya fénnyel torténik. Ezutan a fluorofor gerjesztés hatasara vilagit. A
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kikapcsolas tobbnyire kék fénnyel torténik. A fotokapcsolas reverzibilis folyamat és tobbszor
végrehajthato, mieldtt a fluorofor véglegesen kifakul (megsziinik vildgitani).

A szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkopos mddszerek két nagy csoportra oszthatok.
Az egyik a molekulacsoportok leképezésén, a masik az egyedik molekulak leképezésén alapul.
Az elébbire példa a STED (a STimulated Emission Depletion, magyarul stimulalt emisszi6-
kioltasnak nevezziik), az utobbira példa a PALM (Photoactivated Localization Microscopy,
fotoaktivalt lokalizacios mikroszkopia). A szakirodalomban SMLM roévidités (Single-Molecule
Localization Microscopy, egyedi molekulak lokalizaciés mikroszkopiaja) honosodott meg,
amely a PALM-mal rokon (STORM, dSTORM, iPALM, PALMIRA ¢és sptPALM)
modszereket jelolik.

Alabb bemutatjuk STED, a PALM a STORM ¢és MINFLUX szuperfelbontastt modszerek
elvét.

A STED mikroszkdpban a fluoreszcens emissziot 1ézer sugarral gerjesztik, és a gerjeszto
folt egy részén a nem kivanatos emissziot egy masik 1ézerrel kioltjak (11.15. abra). A fluoresz-
cenciat gerjesztd 1ézer foltjat kék, a kioltd 1ézer (angolul STED) foltjat piros szin jelzi. A kiolto,
fank alaku folt, Gigy illeszkedik a gerjesztd foltra, hogy annak peremét kioltja. A kiolt6 nyaldb

kdzepén 1évo zérus intenzitdsu pontban a fluoreszcencia (z61d) megengedett, azon kiviil nem.

gerjesztd lézer kiolt6 lézer a ket lézer fluoreszcencia

® ‘g o ® .

/\ /'[\‘u'f\ /\\/q\ J\

fels6 sor: pontkiterjedési fliggvények (PSF)
also sor: intenzitas eloszlasi profilok

11.15. abra. 4 kiolto (STED) lézer lecsékkenti a gerjeszté lézer folt-méretét

Az els6 STED-mikroszkopos felvételek a felbontést a laterélis sikban kétszeresen (244 nm-rdl
104 nm-re), az axialis irdnyban 6tszordsen (490 nm-rél 97 nm-re ) javitottdk meg. Azdta a
STED mikroszkop szamos javitott valtozatat dolgoztak ki, amelyek konnyebb kezelhetdséget,
kisebb besugarzo aramot €s jobb felbontast eredményezett. A gyors fejlédésre jellemzd, hogy
STEDYCON feltéttel egy epifluoreszcens mikroszkopbdl 3 perc alatt miikoddképes STED
mikroszkopot lehet késziteni (https://www.youtube.com/watch?v=BGPnhhS70C8).

A PALM (fotoaktivalt lokalizacios mikroszkopia) a STED mikroszkopia mellett a masik

szuperfelbontasti modszer volt, amely a 2014-es kémiai Nobel-dijat kiérdemelte. (Eric Betzig,
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Stefan Hell és William Moerner). A PALM-mal 10-20 nm-es felbontas érhet6 el. Stefan Hell
1994-ben, Eric Betzig 1995-ben irta le a irta le a STED illetve a PALM mikroszkopiarél valo
elképzeléseit. A STED esetében 6, a PALM esetében 11 évet kellett varni a gyakorlati
megvalositasra. Erdekesség, hogy a lokalizacios mikroszkopia elsé harom modszerét (PALM,
FPALM ¢és STORM) 2006-ban négy honapon beliil publikaltak.

A PALM-ban a molekuldkat aktivacid segitségével rovid ideig lathatéva lehet tenni,
helyiiket meghatarozni, majd kioltani (vagy maguktol kialszanak). A kovetkez6 aktivalaskor a
mar lokalizaltak ,,sotétben maradnak” és masok jelennek meg helyettiik. Ezeket ismét
lokalizalni lehet; a folyamatot tobb ezerszer meg kell ismételni, majd a képeket dsszeflizni.

A 11.16. abra azt szemlélteti, hogy a leképzendo targy (1. oszlop) nem ad éles képet (2.
oszlop) a diffrakci6 korlatozd hatdsa miatt. Ha leképezendd terepet részekre bontjuk,
amelyeken beliil kevés molekula taldlhat6 (3. oszlop), attdl még az iddben egymas utan felvett
N kép Osszeflizés utan is diffrakcio-korlatozott marad. Viszont, ha minden egyes izolalt képen
belill elvégezziik a lokalizaciot, (azaz meghatarozzuk a molekulakép kézéppontjanak helyét),

(4. oszlop), és utana fiizziik 6ssze, akkor a végsd kép mar sokkal jobb felbontasu lesz, mint a 2.

oszlopban lathato kép.
leképezendd targy kép «1zolacio“ izolacid és
(rész-halmazokra lokalizécid
bontas)
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11.16. abra. A lokalizacios mikroszkopiaban a nagyszamu, de képenként kevés fotoaktivalt molekulat

tartalmazo képeket osszefiizik (TEMPRINE 2015)

idé

A folyamat végeredménye egy olyan valoszinliségi eloszlasi térkép, amelyet renderelt
azzal a valoszinliséggel, hogy egy fotoaktivalt molekula (fluoreszcens fehérje vagy szerves
fluorofor) az adott helyen van.

A STORM szuperfelbontasi modszer alapja szintén a lokalizacid. A I1.17. abran azt

szemléltetjiik, hogy a fluoreszcens fehérjét vagy szerves fluorofort eldszor kis intenzitast
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fénnyel aktivaljuk (alkalmassé tessziik, hogy fluoreszcenciara gerjeszthetd legyen), majd nagy
intenzitast fénnyel gerjesztjiik, akkor a PALM-nal ismertetett lokalizaciot és kép-Osszefiizést

kell alkalmaznunk (rekonstrukci6), hogy szuperfelbontasu képet kapjunk.

fluoroforok
sotét 0.0
allapotban oo
‘ egyedi molekulak
N~ lokalizacioja
aktlvalas«\ ! (kézéppontok meghatarozasa)
| | | |
gerjesztésq g ,. LA
%%
aktivalass | | ismétlések
0.0 (4jabb molekul

gerjesztés\ ‘ | A | A csoportokon

szuperfelbontasu
kép

=)

rekonstrukcio ;

Aktivalas nagyon kis intenzitasu fénnyel
Gerjesztés nagy intenzitasu fénnyel

11.17. abra. A STORM (stochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopia) elvének sémaja (NIKON)

A MINFLUX szuperfelbontasu mikroszkopiat (BALZAROTTI 2017) feje tetejére allitott
nanoszkopianak is nevezik (XIAO 2017), mert bar ez is fank alakii megvilagitassal rendelkezik,
mint a STED, de lokalizaciéra nem a fluoreszcens vilagitds maximumat hasznaljadk, hanem a
minimumat (II.18. dbra). Nagy kiilonbség az is, hogy a STED-ben a kiolt6 nyalab fank alakq,
itt pedig a gerjesztd nyalab.
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Konvencionalis nanoszkopia MINFLUX
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11.18. abra. 4 konvencionalis nanoszkopia és MINFLUX elvének dsszehasonlitasa eQy dimenzioban.

(Lasd a szoveget') (XIAO 2017)

A 11.18. abra bal oldalan lathat6é gérbe azt mutatja, hogy a konvencionalis nanoszkopiaban pl.
STED-ben a fank alak( kioltd gorbéje miatt a fluoreszcens intenzitas a fank kodzepén a
legnagyobb (11.15. abra). A gerjesztett fotonok Poisson-eloszlast mutatnak és ennek
megfelelden a fotonszam valtozasnak AN=No-N nagyobbnak kell lenni vN-nél (a Poisson-
eloszlas zajanal), hogy a molekula elmozdulasat Ax-et mérni tudjuk. (Mas szoval itt a
lokalizalds pontossdgar6l van sz6, ami a felbontdst meghatarozza. Késdbb képlettel is
mutatjuk). Ha nagy fluoreszcens intenzitasokkal (No) dolgozunk, akkor vN is nagy lesz,
kovetkezésképpen Ax is. Ha viszont az dbra jobb oldaldn 1évd, a MINFLUX-ra vonatkozé
gorbét tekintjiik, amikor is a ,,fank” k6zepén a legkisebb a fluoreszcens intenzitas (No=0), akkor
mar egyetlen foton megjelenése is elég a Ax meghatarozasahoz. A fenti gondolatmenet szerint
ez joval kedvezdbb felbontashoz vezet.
Az SMLM felbontasa (R) nm

o
R = 2,330y, = 2,33—
lok \/N

ahol
olok — a lokalizécid pontossaga,

o6 — a ponteloszlasi fiiggvény (PSF) Gauss-eloszlasként modellezett képének standard

A konvencionalis lokalizacids mikroszkdpidban egy-egy szuperfelbontast képhez tobb tizezer
felvételt készitenek, amelyekben tobb szazezer lokalizaciot végeznek el automatikusan
szoftverek segitségével (PEDDIE 2017). Ezzel szemben a MINFLUX-ban néhany szaz vagy
néhany ezer lokaliz4cio elegendd.

A MINFLUX kivitelezésérol a 11.19. abra ad informaciot:
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11.19. abra. MINFLUX kivitelezése. A gerjesztenddé molekuldt piros kor jelzi az abran. A gerjesztd

Lfank” kétdimenzios képéeben a legkisebb az intenzitas a fank kézepén. Minél sziirkebb a kor, anndl

nagyobb a gerjesztd intenzitas. A fank korkoros mozgdst végez a lokalizalando piros molekula koriil.

A molekula abban a pontban van, ahol legkisebb a fluoreszcens intenzitdsa. Az elsé lépésben olyan

megvilagitast (diffrakcio hatar felettit) alkalmaznak, hogy biztos legyenek abban, hogy az adott

teriileten van molekula és a fank atmérdjének sziikitése csak ezutian kezdodik (XIAO 2017)

A MINFLUX-hoz hasonléan bevezették a ,,fank” korkoros pasztazasat a STED-be is, ennek a

modszernek MINSTED lett a neve és a ~200 nm-es diffrakcios hatar 100-szoros javitasat érték

el (WEBER 2021).

Tipus
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szama
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A nagyszamu szuperfelbontasi modszert fejlesztettek ki, ismertetésiik egy masik konyvet
igényelne. A IL1. tablazat négy jelentds szuperfelbontdsi modszerrdl ad jo attekintést.
(Abberior GmbH cégtdl szarmazik)

Felhivnank a figyelmet arra, hogy a PALM és a STORM abban kiilonb6znek, hogy a

PALM-ban fluoreszcens festékeket hasznalnak ¢€s ennek kovetkeztében €16 sejtek vizsgalatara
is alkalmas (festés genetikai modositassal). A STORM-ban ez nem all fenn. Még egy érdekes
vonas a tablazatban, hogy a MINFLUX nanométernél jobb felbontasra képes, kis terepen
rendkiviil gyors, ezért mozgasok nyomkovetésére alkalmas €s relative kevés foton sziikséges a
gerjesztésre, igy a vizsgalando mintat kiméli.
(LELEK 2021). A fluoreszcens fehérjék szuperfelbontast mikroszkopiaban valo alkalmazasara
javasoljuk Nienhaus 0Osszefoglaldé munkéjat (NIENHAUS 2014). A fluoreszcens fehérjék
jelentésége azért kiemelkedd, mert genetikai Gton beviheték a mintaba ¢és ez altal a lehetd
legkdzelebb vannak a vizsgadland6 molekuldhoz.

A szuperfelbontasu fluoreszcens krio-mikroszkopiarol a VIIIL.2. fejezetben irunk.
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I11. Az elektronmikroszkopia, mint a CLEM masik komponense.

Ebben a fejezetben az -elektronmikroszkopok (pasztazd elektronmikroszkop (SEM),
transzmisszios elektronmikroszkop (TEM), és krio-transzmisszios elektronmikroszkop (krio-
TEM)) szerepét vilagitjuk meg a CLEM szemsz0gébol. A pasztazo elektonmikroszkopiardl és
a krio-elektronmikroszkopiar6l magyar nyelvii tankdnyv is megjelent (POZSGAI 2016, 2023).

Az  elektronmikroszkopidnak nagy szerepe van a biologiaban, mert a
fénymikroszkopiaval nyerheté funkcionalis informaciot Ki tudja kiegésziteni ultrastrukturalis
informécioval. Nanométeres felbontdsban mutatja példdul a neurdlis halozatot, sejt-
szervecskéket, mikrotubulusokat, mitokondriumokat, endoplazmikus retikulumokat, sejten
kiviili vezikulumokat és sok minden mast.

Tudomanytorténeti érdekesség: Ernst Ruska, Gerd Binnig és Heinrich Rohrer 1986-ban
megosztva kapta meg a fizikai Nobel-dijat az els6 elektronmikroszkop, illetve az elsé pasztazo
alagut elektronmikroszk6p megalkotasaért; Ruskanak 55 évet kellett varni az elismerésre, mig

Binnignek ¢és Rohrernek csak 5 évet.

III.1. Immun-elektronmikroszkodpia

Az immun-elektronmikroszkdpia az immunfluoreszcens fénymikroszkopia analogja abban az
értelemben, hogy ez is specifikus antigén-antitest reakcion alapul, de riporter molekulaként nem
fluorofort, hanem kolloidalis arany részecskéket hasznal az elektronmikroszkopos
vizsgélatokban. Ezen arany részecskék mérete az 1-150 nm tartomanyba esik. A nagy
rendszamu arany erésen szorja az elektronokat, ezért jol detektalhatd az antitesthez konjugalt
arany részecske az elektronmikroszkdpban. Az analdgiat kovethetjiik, ha 11.5. abran a lilaval
jelolt fluoroforokat arany szemcsével helyettesitjik le. Miként az immunfluoreszcens
mikroszkopiaban az indirekt jelolés terjedt el, az ott felsorolt okok miatt, hasonloképpen az
indirekt jelolés haszndlatos az immun-elektronmikroszkdpidban is. A tobbféle fehérje
egyidejlileg torténd azonositasdra kiilonbdzéd meéretli arany szemcséket konjugalnak az
alkalmazott tobbféle antitesthez.

Az immun-elektronmikroszkopiarol kitiing attekintést ad Laszlo Lajos a magyar nyelvii
tankonyvében igy annak megismétlésétdl eltekintiink. (Lasd a Minta-eldkészités specidlis TEM

vizsgalatokra és Immuncitokémia fejezeteket, LASZLO 2012.)
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II1.2. Nagy-léptékii, kétdimenzios leképezés pasztazo elektronmikroszkoppal

A pésztdzo elektronmikroszkop (SEM, Scanning Electron Microscope) vazlatos felépitését

mutatja a II1.1. abra.
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I11.1. abra. 4 pasztazo elektronmikroszkop semdja

Egy modern pésztazd elektronmikroszkép egy vizsgald laboratoriumnak felel meg. A
szekunder elektronok a minta topografidjat mutatjak, a visszaszort elektron képek kémiai
Osszetételi informacidkat tartalmaznak a visszaszords rendszamfiiggése miatt. A feltétként
alkalmazott hulldamhossz-diszperziv vagy energia-diszperziv detektorokkal pontos Gsszetételi
informaciot lehet nyerni. Még folytathatnank a sort, de benniinket a CLEM szempontjabol két
masik feltét az ionsugaras mintavékonyito és a ultramikrotom fog jobban érdekelni.

A pasztazo elektronmikroszkop felbontasat az elmult évtizedekben annyira feljavitottak
(<1 nm), hogy ma mar tobb olyan feladatot SEM-mel végeznek el, amelyet kordbban csak
TEM-mel lehetett.

A CLEM kapcsan meg kell ismerkedniink a kétdimenzios, nagy-léptékii (large-scale)
elektronmikroszkopia, a térfogati elektronmikroszkopia (Volume EM) és a nagy adatsebességii
(High-Throughput EM) elektronmikroszkopia fogalmaval, tekintettel arra, hogy a fény- és
elektronmikroszkop korrelacidjakor térfogatokat kell tudni 6sszehasonlitani.

A nagy-léptékii elektronmikroszkopidban igyeksziink athidalni a fénymikroszkopos és az
elektronmikroszkopos képek latomezeje kozotti kiillonbséget ugy, hogy kdzben ne veszitsiik el
az elektronmikroszkdp nagy felbontoképességét. A SEM-mel is lehetett nagy latomezeji (kis

nagyitast) képet késziteni, de ekkor fel kellett aldoznunk a fénymikroszkophoz képest sokkal
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jobb felbontast. Ujabban azonban lehetséges nagy felbontasu és nagy latomezejii (mas néven
nagy-lépteki, (angolul large-scale) SEM képek készitése un. Sok-sugaras berendezésekkel. Két
példat emlitlink a kereskedelmi fogalomban kaphat6 ilyen tulajdonsagi pasztazéd
elektronmikroszkopra (I11.2. a/ és b/ &bra)

A Zeiss MultiSEM 505 mikroszkdp egyidejiileg 61 parhuzamos sugarral, az 506 tipus 91
sugarral dolgozik. Mindegyik sugéar egy hatszdgletli terepet pasztdz, a sugarak szinkronban
mozognak ¢és a végsO szekunderelektron kép az egyes sugarak altal eldallitott képek
Osszefiizésébol all eld. A végso nagyfelbontasu kép mérete a MultiSEM 505 tipusnal 108 um x
94 um, a MultiSEM 605 tipusndl 165 um x 143 um. (Pixelméret 4 nm). A képeket a ZEN
szoftver allitja 0ssze. A nagy latoter(i képekbe bele lehet zoomolni, hasonléan a Goole Earth

programhoz. Mint a I11.2. a/ abran lathato, a vizsgalandé minta kapton szalagon foglal helyet.
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I11.2. dbra. a/ Zeiss MultiSEM és b/ DELMIC FAST-EM tobbsugaras pasztazo elektronmikroszképok
(KIEVITS 2022)

A 111.2. b/abran lathat6 FAST-EM tulajdonképpen egy olyan jol automatizalt transzmisszios
tizemmdda SEM, amely szdzszor gyorsabban miikddik, mint egy konvencionalis SEM. 64
elektron sugarral miikodik és téglalap alaku teriileteket pasztaz. Az elektron jeleket szcintillator
segitségével fénnyé alakitjak at és a fényt egy multidetektor detektalja. A végso kép itt is az
egyes elektronsugarak altal felvett képek 6sszefiizésébol all 6ssze.

A 111.3. abran egér agyarol Zeiss MultiSEM 505-tel késziilt felvételeket mutatunk be. A
teljes kép (A abra) mintegy 3 mm? teriiletet fed be és 290 GB méretii. 492 darab olyan
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hexagonalis képbdl all, amilyen a (B) abran lathatdo. A MultiSEM-re a térfogati elektron-
mikroszkopianal és a nagy-adatsebességii SEM-nél még visszatériink.

Egysugaras pésztazo elektronmikroszkopok is képesek nagy 1éptekii képeket eldallitani
pl. a Thermo Scientific cég Apreo VS mikroszkopja.

Amikor az elektronmikroszkopiat metszetkészitéssel kombinaljuk és nem két-dimenzids,
hanem haromdimenzids képeket allitunk eld, akkor térfogati elektronmikroszkopiarol

beszélink.

IIL. 3. abra. Példa nagy-léptékii pasztazo elektronmikroszkopos leképezésre, amely a Zeiss MultiSEM 505
késziilékével késziilt egér agyi metszetén (EBERLE 2018)

I11.3. Térfogati elektronmikroszkodpia (Volume EM)

A 111.4. abra a térfogati elektronmikroszkopia leggyakrabban hasznalt modszereit mutatja

sematikusan.

-196 °Cﬂ

Elekronmikroszk6pos Soksugaras SBF-SEM FIB-SEM Krio-FIB-SEM
AT-tomografia AT-tomografia (Serial Block-Face (Focused lon Beam

Imaging) SEM)
I11.4. abra. A4 térfogati elektronmikroszkdpia modszerei (ZEISS 2)

A kék szaggatott vonalak az elektronsugarat, a pirosak a mintavékonyité ionsugarat jelzik. A
kozépso abran pedig a pasztazo elektronmikroszkdpba beépitett ultramikrotom késére torténik

utalas.
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A térfogati elektronmikroszkopia meglehetdsen uj teriilet, mint azt Peddie 2014 cikkének
cime sugallja: ,,A térfogati elektronmikroszképia nagykoruva valt.” (PEDDIE 2014). A
térfogati elektronmikroszkdpidban SEM-et és TEM-et egyarant alkalmaznak.

A térfogati EM sziikségességét érzékelteti Lichtman egy képsorozattal, mely szerint az
agy ¢s a szinapszisok kozotti méretkiilonbség hat nagysagrendet olel fel (LICHTMAN 2011).
Abrasorozatabol kett6t kiragadva (II1.5. bra) azt mutatjuk, hogy az idegsejt és a szinapszisok

mérete kozott harom nagysagrend kiilonbség van.

1imm

I11.5. abra. Idegsejt és szinapszis kozotti méretkiilonbség. (SV — szinaptikus vezikulum, SC — szinapszis rés)
(LICHTMAN 2011)

A térfogati elektronmikroszkopia fontossagara utalunk a kovetkezé adatokkal. Amikor az
emberi agy idegi dsszekottetéseinek feltérképezését elkezdték (minddssze 1 mm? anyagrol van
sz0) 61 sugaras Zeiss MultiSEM 505 elektronmikroszkopot hasznaltak (SHAPSON-COE
2021). Az 5000 darab 30 nm-es vastagsagl metszetrdl késziilt képek mérete 1,4 petabajtot (1,4
millié gigabdjt) tett ki, ami a teljes konnektom elkészitéséhez sziikséges adatmennyiség egy
milliomod része.

Bar a Ill.4. abrdn nem torténik utalas a kevésbé modern ssTEM-re, mint térfogati

elektronmikroszkopos modszerre, targyalasunkat mégis ezzel kezd;iik.

II1.3.1. ssTEM (serial section TEM, sorozat-metszeteken végzett transzmisszios
elektronmikroszkdpia)

Az alabb taglalt modszer a legrégebbi, ezért meghagytuk az eredeti SSTEM elnevezését.
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A sorozat-metszet készités bioldgiai mintakbol, majd azt kovetd TEM vizsgalat az 1950-
es évekre nyulik vissza. J6 mindségli gyémant késsel ellatott ultramikrotommal szeletelik fel a
mintat. A vizfiirdo felszinérél manualisan haldsszak le a metszeteket és a 2D TEM képek
sorozatabol rekonstrualjak a 3D objektumot (SJOSTRAND 1956, STEVENS 1980). AzssTEM
nagy gyakorlatot igényel, meglehetdsen idéigényes és sok miitermék forrasa lehet: a metszetek

zsugorodhatnak, kitagulhatnak, vagy hianyozhatnak a sorozatbol (WHITE 1986).

fuggdlegesen mozgo,
latl beagyazott
ény%zrggrﬂtfgs minta-blokk beagyazott

vizzel teli kad minta-blokk

gyémant kés
levagott szeletekbdl
allé “szalag “

vizzel teli kad

al oldalnézet b/ szembenézet

I11.6. abra. Leica UC7 ultramikrotom Diatome gyémdant késsel a/ oldalnézet b/ szembenézet, amely a
gyémant késrdl levalo szeletekbdl dllo ,,szalagot” mutatja
(https://www.youtube.com/watch?v=Hx8CcYMHkjA)

I11.3.2. Elektronmikroszkopos AT-tomografia

Az AT-tomografiat (Array Tomography) illetve annak fluoreszcens valtozatat mar emlitettiik a
11.2.1. fejezetben. Az elektronmikroszkdpos AT-tomografidhoz az elkészitett metszet-
sorozatokat (,,szalagokat”) rogzitik atlatszo és elektromosan vezeté indium-6noxid (ITO)
filmmel bevont iliveg feddlemezekre vagy szilicium lapkakra (wafer). Ezt koveti a SEM-ben
torténé automatizalt leképezés (WACKER 2013). A masik lehetdség, hogy a metszetek
mikrostélyra keriilnek és TEM-mel vizsgaljak oket. A SEM vizsgalat automatizalt és kevésbé

munkaigényes, mint a TEM-re val6 preparalas.

I11.3.3. Soksugaras elektronmikroszkopos AT-tomografia

A 1l1.4. abran balrél a masodik kép a soksugaras AT-tomografiara vonatkozik. Olyan
soksugaras pasztazo elektronmikroszkopot alkalmaznak a vizsgalatokhoz, mint amilyenek a
[11.2. abran lathatok. Ezek hasznalatat az teszi sziikségessé, hogy olyan nagy szamu mintat kell
Osszegytjteni, leképezni és analizélni, hogy egy konvencionalis mikroszkoppal a vizsgéalatok
elfogadhatatlanul hosszu idét vennének igénybe. (pl. 1 mm?® agy vizsgalata éveket vehet

igénybe LICHTMANN 2011, SHAPSON-COE 2021). A soksugaras SEM-en kiviil a metszetek
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gyhjtését is automatizaljak. Az ATUM mikrotombol (Automated Tape Collecting
Ultramicrotome) a metszeteket kapton futészalagon gytijtik 6ssze, majd a szalagok szilicium
lapkan keriilnek rogzitésre és ezek keriilnek be a SEM-be vizsgalatra (I11.7. abra) (SCHALEK
2012, HAYWORTH 2014). A fejlesztés motivacioja a neuralis haldzatnak nagy térfogatban és
nagy felbontasban torténd feltérképezése volt. Human agy-vizsgalatokhoz (SHAPSON-COE
2021) is ATUM mikrotomot hasznaltak sok-sugaras SEM vizsgalattal kombinalva.

I11.7. abra. Automatikus metszet-gyiijtés (ATUM) szénnel bevont kapton szalagon az ultramikrotombdl
(A és B), majd a szalagok rogzitése szilicium lapkan (C) (HAYWORTH 2014)

Az agy vizsgalatanak teriiletén végbement nagy fejloddés okaként a szerzok soksugaras SEM-et
jelolik meg és a mesterséges intelligencia alkalmazasat a képfeldolgozasban €s analizisben.

Az ATUM részletes leirasat megtalaljuk Baena és munkatarsai kozleményében (BAENA
2019).

I11.3.4. SBF-SEM, (Serial Block-Face SEM, blokk-felszin sorozatos metszése és
leképezése pasztazo elektronmikroszkopban)

Az SBF-SEM az 1980-as évektdl ismeretes eljards, amikor is az ultramikrotomot a pasztazo
elektronmikroszkopba épitették be (LEIGHTON 1981). Jelentdsége tovabb nétt a téremisszios
katodu pasztazo elektronmikroszkop (FE-SEM, Field Emission SEM) kifejlesztése utan (JOY
1991). Az sSTEM-t61 eltérben itt nem a levagott szeletek keriilnek vizsgalatra, hanem a vagas

utan megmaradt (beagyazott) minta-felszin (block-face). Minden metszést automatikusan
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leképezés kovet (slice and view) és ezekbdl a képekbdl torténik a szamitogépes

haromdimernzios rekonstrukcio.

visszaszortelektron detektor

l = ultramikrotom
kése

r\ szeletelendd
m minta

V/

minta pozici6ja

I11.8. abra. Ultramikrotommal felszerelt pdsztazo elektronmikroszkop (SBF-SEM)

Jo példa a SBF-SEM-re a Gatan cég 3View, és a ThermoFisher Scientific cég Volumescope
SEM elnevezésii elektronmikroszkopjai. A mintatérben a nyomas valtoztathatd, az
elektronokkal Iétrehozott ionok csokkentik a gyantdba beagyazott minta elektromos
feltoltodését. Ugyancsak a feltoltédés csokkentésére alacsony gyorsitod fesziiltségen dolgoznak.
Az emlitett metszés-képkészités cikluson kiviil valaszthato lehetéség van arra, hogy minden
egyes metszés utdn automatikusan tobb kiilonb6zé nagyitasti képet készitslink. Tovabba
lehetséges minden egyes metszés utan tobb képbdl all6 montazst késziteni. A végiil pedig a
szamitogép 2D képekbdl 3D képeket rekonstrual.

A Zeiss Volutome-ja olyan hardware, amellyet a Zeiss GeminiSEM vagy SIGMA
eklektronmikroszképokba épitve SBF-SEM-et kapunk. Ujdonsag, hogy a minta elektromos
feltoltodésének elkeriilésére a nyomast nem az egész vakuumtérben, hanem csak a minta
kozvetlen kozelében novelik meg nitrogén gaz beeresztésével a Focal Charge Compensation
szabadalom alapjan. A képek felvételétdl kezdve a 3D animacidig mindent automatikusan,
szoftveres uton végeznek a Zeiss ZEN core-ral. A visszaszort elektronképek felvételéhez 2 kV-

nal alacsonyabb gyorsito fesziiltséget allitanak be.

I11.3.5. FIB-SEM (Fdokuszalt ionsugarral kombinalt pasztazo elektronmikroszkop)

A kovetkez6 minta-szeletelési lehet6ség a fokuszalt ionnyalabbal (FIB, Focused lon Beam)
torténd maratas, mintavékonyitas (angolul ion milling) a pasztazé elektronmikroszkdpban. A
modszer az anyagtudomanybdl keriilt at a bioldgiaba. Gallium ionnyaldbbal eltavolitanak
(elporlasztanak) a gyantaba agyazott minta feliiletér6l egy vékony réteget (amelyek vastagsaga
jellemzé modon az 5 nm ¢és 100 nm kozotti tartomanyba esik) és a frissen képzddott
mintafelszint képezik le. Ujabb maratast ujabb automatikus leképezés kovet. A képsorozatbol

szamitogépes Uton torténik a 3D rekonstrukcio. Az elektronnyalab €s az ionsugar altalaban
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52°-54%0s szoget zar be, de vannak olyan berendezések, ahol ez a szog 90°. A FIB-SEM-et
gyakran Dual Beam SEM-ként emlitik a szakirodalomban (I11.9. abra). A FIB-SEM-r6l sok
alapvetd informaciot talalunk pl. Narayan és Baena kozleményében (NARAYAN 2015,
BAENA 2021), videdval ellatott protokolt viszont Knott cikkében talalunk (KNOTT 2011). A
FIB-SEM mélységi (z-iranyu) felbontésa jobb, mint a ultramikrotomos vagassal miikodé SBF-
SEM-¢, kevesebb a keletkezd miitermék és tovabbi elénye, hogy izotrép 3D-rekonstrukciot tesz
lehetévé. Hatranya a porlasztas lassusaga az SBF-SEM szeleteléséhez képest. A FIB-SEM
sebessége megndvelhetd, ha gallium ionnyalab helyett valamilyen gazbol (pl. oxigén, argon

stb.) plazmasugarat allitanak el6 és azzal végzik a porlasztast.

I11.9. abra. Fokuszalt ionsugarral mikods kétsugaras pdsztdzo elektronmikroszkop (FIB-SEM) sémdja.
A Ga ionsugarral porlasztott feliiletet vizsgaljik elektronnyalabbal. Ahhoz, hogy az elektronnyaldb
Lldssa” a vizsgalando feliiletet, elGbb egy drkot kell késziteni a mintaban. A minta dontése az

ionsugdrral valo leképezéshez is lehetéséget ad (HEYMANN 2006)

A FIB-SEM képkészitést majd az azt kovetd haromdimenzids rekonstrukciot szemléletesen

mutatja a 111.10. abra.
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a SEM képalkotas 2D képek illesztése 3D rekonstrukcid

ion-
sugar platina
védoréteg

[11. 10. abra. Egér-bélen készitett FIB-SEM képek és 3D rekonstrukcio. 4 sdargaval jelzett gallium
ionsugar elmetszi a mintat. A keletkezett feliiletet azért latja az elektron sugar, mert elétte arkot
keészitettek. A minta egy részét platina réteg fedi, ami védi a gallium nyalabtol. A vagasi folyamat z
iranyban halad elére. A bl, ¢/ és d/ abra az a/ abran lathato séma megvalésitasat mutatia. A d/ dbran

egy szétagazo mitokondrium szegmentalt képe lathato (HARTNELL 2016)

I11.3.5.1. Krio-FIB-SEM

A fokuszalt ionnyaldb nemcsak gyantdba bedgyazott, hanem fagyasztott mintdk vékonyitasara
is alkalmas (krio-FIB-SEM). Ehhez azt kellett bizonyitani, hogy a gallium ionnyalab nem emeli
a mintak homérsékletét —137 °C f6l¢, amikor az amorf jég kristalyos jéggé valik (MARKO
2006). Az amorf jég kristalyosodasa karositana a vizsgalando biologiai minta szerkezetét. A
krio-FIB-SEM-et vazlatosan a Ill.11. abra mutatja (KUBA 2021). A SEM a maratas utan
maradt feliiletet képezi le, hasonloan a SBF-SEM-hez.

A berendezéssel vékony (<200 nm) lamellak is készitheték fagyasztott biologiai
mintakbol krio-TEM vizsgalatokhoz és krio-elektron tomografiahoz (111.12. abra). Ezekre
1gény van amiatt, hogy a FIB a lehetd legkevesebb miiterméket produkalja szeleteléskor a tobbi
modszerhez viszonyitva és a krio-TEM biztositja a legjobb felbontoképességet (~0,15 nm).

(A szférikus aberraciora korrigalt TEM felbontasa 0,05 nm is lehet nem biologiai mintakon).
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Az abran jelzett katodporlaszté berendezéssel vékony vezetd platina réteget visznek fel a minta
feliiletére, az elektromos feltdltddésének elkeriilésére. A gazbeeresztd rendszerrel (GIS, Gas
Injection System) viszont vastag platina réteget visznek a minta felszinére az ionmaratas

(milling) megkezdése elott, hogy a minta ne karosodjon.

o
SEM
SZALLITO __
GIs | | RUD
FIB
hiitégaz csévezeték
' KRIO-MINTATOLTO
S \\‘ I » f—
-_— } o |
LN - = -170°C | LN
folyékony - Pogﬁ;ggfo kri I z
nitrogén Ho-eseta ingazo krio-
mintatarté
DEWAR AQUILOS 2 TOLTS ALLOMAS
KRIO-FIB

I11.11. abra. A krio-FIB-SEM vdzlatosan (KUBA 2021)

A korrelativ vizsgalatokkor visszatériink a krio-FIB-SEM-nek a fluoreszcens vizsgélatokkal

valo 6sszekapcesolasara (VIIIL1. fejezet).

I11.3.5.2. PFIB-SEM (Plazmasugaras vékonyitas a pasztazo elektronmikroszkopban)
A 2022-es esztendd oOta van kereskedelmi forgalomban plazmasugaras PFIB-SEM

(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/electron-microscopy/products/dualbeam-fib-sem-

microscopes/helios-5-pfib-dualbeam.html). A gallium ionsugarat valamilyen gazbol (Xe, Ar,

0) eloallitott fokuszalt ionsugar helyettesiti. A PFB-SEM-ben az ionsugar atméréje és a
porlasztasi sebesség is nagyobb, mint a gallium sugaras FIB-SEM-ben. Tovabbi elénye, hogy
a vékonyitand6é mintaba nem implantalodnak gallium ionok. A PFIB-SEM krio-hdmérsékleten
miikodik, nincs sziikség a minta beagyazasara. A Thermo Scientific Artic Cryo-Plasma FIB-
SEM-jébe fluoreszcens fénymikroszkop is be van épitve, igy CLEM-re is alkalmas (THERMO
SCIENTIFIC).

I11.3.6. Elektrontomografia

A térfogati elektronmikroszkopia eddig ismertetett modszerei valdos metszetkészitésen
alapulnak, szemben az elektrontomogafiaval, ahol a vékony mintan csak optikai metszés van.
A hétkdznapokban a CT, a korhazi komputertomografia (angolul computerized tomography,)
révén talalkozunk az elektrontomografiaval analog modszerrel. CT kép felvételekor mozgd

rontgenforrassal készitenek kétdimenzios képeket nyugalmi helyzetben 1év6 paciensrdl és a 2D
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képekbdl haromdimenzids képeket rekonstrualnak. Az elektrontomogréfia kis talzassal a CT
mikroszkopikus véltozata, amely elektronokkal torténik a TEM-ben, és a vizsgalandé minta
beesési sz0gét valtoztatjak az allo elektron nyalabhoz képest. Az igy felvett kétdimenzids
képsorozatbol rekonstruéljak a minta haromdimenzios képét. A 3D rekonstrukcido matematikai

alapjait még a mult szazadban vetették meg (RADON 1917).

parhuzamos elektron nyalab
rontgen- /\
forras

., mintatart6
rostély

)

paciens  molekula

3

detektor
CT-szkennelés elektrontomografia
-forgo nyalab « forgé molekula
-mozdulatlan paciens « mozdulatlan nyalab

I11.12. abra Az orvosi rontgen komputertomografia hasonlosaga az elektrontomografiaval

(FRANK 2006)
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N
. e \'\;‘
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I11.13. 4bra. Az elektrontomografia elve sematikusan. A. Az elektronokra atlaszo minta dontésekor
vetiiletek sorozatat készitjiik. B. A dontéskor eldadllo képsorozat. C. A haromdimenzios kép

rekonstrualasa komputeres visszavetités modszerével (KONING 2018)

Az elektrontomografia hatranya, hogy 300 nm-nél vastagabb mintakra nem alkalmazhato.
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I11.3.7. A térfogati elektronmikroszkopia modszereinek 6sszehasonlitasa
Az SBF-SEM ¢és a FIB-SEM 0Osszehasonlitasakor azt kell figyelembe venniink, hogy ha
viszonylag nagy térfogatok vizsgalatara van igény, akkor az SBF-SEM- részesitik et elénybe
25-200 nm-es szeletei miatt. Azonos id6 alatt vastagabb réteget lehet eltavolitani a
mikrotdmmal, mint a gallium ionsugéarrral. Viszont, ha nagy mélységi felbontasra, azaz nagyon
vékony rétegek eltavolitasara van sziikség, akkor a FIB-SEM el6ény6sebb (3—10 nm). A FIB-
SEM adja a legjobb mélységi felbontast és a felbontasa izotrop. A sorozat-metszetekkel
dolgoz6 moddszerek (ssTEM, AT-tomografia, ATUM-SEM) elénye az SBF-SEM-hez ¢és FIB-
SEM-hez képest az, hogy a levagott metszetek megdrizhetdk és Gjra vizsgalhatok. Az ssSTEM
gyakorlati nehézségeit mar emlitettiilk, az AT-tomografiaval viszont nem lehet olyan jo
mélységi felbontast elérni, mint a SBF-SEM-mel és a FIB-SEM-mel.

A térfogati elektronmikroszkopia eddig ismertetett modszereit 6sszehasonlitjuk a IIL.1.

tablazatban a lateralis, axialis és térfogati felbontas szempontjabol.

I11.1. tablazat, (KIEVITS 2022)

Moédszer Tipikus felbontas
X-y iranyban z- iranyban térfogati
(nm) (nm) (nm®)

Sorozat-metszet TEM
(SSTEM) 4 50 10%-10*
SBF-SEM, (Serial
block-face SEM) 10 30 105-107
FIB-SEM (Fokuszalt
ionsugaras SEM) 5 5 102-10°
AT-tomografia (Array
tomography) 4 30, 60 10*-10°8
ATUM-SEM rugalmas 60 107-10%
Elektron tomografia 2-10 2-10 102-10°

A 1II.1. tdblazathoz hasonl6 informaciot mutat a I11.14. dbra is, amelyet a szemléletessége miatt
érdemes megmutatni. Az abra szerzéje (BAENA 2021) megjegyzi, hogy a FIB-SEM egy fontos
hézagot tolt be a a tobbi térfogati elektronmikroszkopos modszer kozott.

Béralll.1. tablazatbol és a I11.14. abrabol sem latszik, de azok megjelenése elott Kislinger
kidolgozott egy ATUM-FIB-nek nevezett hibrid eljarast (KISLINGER 2020). Ebben az eljarasban
az els6 1épésben fél-vastag metszeteket (2—10 um) allitanak eld6 ATUM-mal (I11.7. dbra), majd
egy masodik 1épésben ezeket FIB-SEM-ben 5 x 5 x 5 nm-re vékonyitjak. Az eljaras elénye,
hogy a fél-vastag metszeteket fénymikroszkdpos €s SEM vizsgalatnak vetik ald, mintegy metszet-

konyvtarat készitve, amelybdl kivalasztjak, mely metszeteket vékonyitjak tovabb FIB-SEM-mel.
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II1.14. abra. A térfogati elektronmikroszkopos modszerek dsszehasonlitasa terfogati felbontas

szempontjabol (BAENA 2021)
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III.15. abra. Az ATUM-FIB folyamata (KISLINGER 2020)

I11.3.8. Gyors adatatvitelii elektronmikroszképia

Szamos mérésnek korlatot szab a biologiai elektronmikroszkopiaban a végrehajtas ideje.
Kiilondsen igaz ez a neurobiologiara €s a sejtbiologiara. Ha egy mérés honapokig vagy évekig
eltart (EBERLE 2018), akkor az a kozel multig kivitelezhetetlen volt. A gyors adatatvitelli
elektronmikroszkopia (angolul high-throughput electron microscopy) alatt azt értjiik, hogy a
mikroszkdp sok sugar és automatizalas révén nagy mintatérfogatogatot nagy felbontasban,

elfogadhatd 1d6 alatt leképez, raktaroz ¢és feldolgoz. A nagy-léptékli és térfogati
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elektronmikroszkopiat mar fentebb targyaltuk, de a gyors adatatvitelhez sziikség van tobbek
kozott még automatizaldsra is. Példaul a ZEISS MultiSEM a hét minden napjan, napi 24 6ran
keresztiil, emberi beavatkozas nélkiil végezi a mérést! A soksugaras mikroszkopok az adatok
felvételének sebességét novelik, de sziikség van stabilitasra és valos idoben torténd kiértékelésre is.

A Delmic a zebrahal neuralis halozatanak vizsgalatat (HILDEBRAND 2017) elemezve
arra a kovetkeztetésre jutott, hogy mig egy normal sebességli pasztaz6 elektronmikroszkop
(5 megapixel/sec) 18000 metszetet 650 nap alatt tudta volna leképezni, addig a Delmic FAST-
EM gyors adatatviteli mikroszkdpja ezt szazszor gyorsabban el tudta volna végezni ugyanolyan
felbontasban (4 nm). (Delmic FAST-EM). A Zeiss MultiSEM 506-ra 1 terapixel/ 6ra (azaz 280
megapixel/sec) adatgylijtési sebességet adnak meg 3,5 nm-es felbontasra. (ZEISS MULTISEM
505/506)

Transmisszids elektronmikroszkopokat is alakitottak at gyors adatatvitelre (YIN 2020).
Hat TEM-et mukodtettek parhuzamosan a hét minden napjan, napi 24 oraban, egyenként 600
megapixel/sec adatgyijtési sebességgel. (Jarulékos miveleteket pl. asztalmozgatast is
figyelembe véve egy-egy mikroszkop adatgyiijtési nettd sebessége 100 megapixel/sec.) igy 2
petabaijt (2 millio gigabajt) adatot gyiijtottek be egér neokortexének ~1 mm?3-jérél rovidebb mint
6 honap alatt.

A projekt piTEAM néven ismeretes (Parallel Imaging using Transmission Electron
Automated Microscopy) ¢és a mikroszképok TEMCA (Transmission Electron Microscope
Camera Array) tipusuak voltak (BOCK 2011), amelyek sémajat a II1.16. dbra mutatja:

TEM oszlop

\ 4

elektron
nyalab

— rostély

foszfor lemez

CCD kamerak
matrixa

II.16. abra. A CCD kamerakbol alkotott matrix parhuzamos detektalast biztosit a TEMCA
rendszerben (BRIGGMAN 2012)
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Mint a II1.16. dbran lathatoé a mikroszkopos rostély egy lyuku és a szcintillator lemezen 1étrejott
képeket négy nagy sebességii CCD kamerabdl 4116 multidetektor detektalja.
A fenti szamadatok csak a miiszerezettség fejlettség szintjének érzékeltetésére szolgalnak

¢s a technika fejlodésével gyorsan valtoznak.

I11.3.9. Krio-transzmisszios elektronmikroszkopia és Kkrio-elektrontomografia

A krio-elektronmikroszkopia alapjait Jacques Dubochet felfedezése vetette meg. Felismerte,
hogy a biologiai mintak igen gyors lehiitéssel (plunge freezing) ugy fagyaszthatok meg, hogy
a benntik 1év6 viz amorf formaban fagy meg, ami nem roncsolja a mintakat, mint a kristalyos
jég (DUBOCHET 1982). A krio-elektronmikroszkopia kifejlesztéséért és az oldatban 1évo
biomolekuldk nagyfelbontdsu szerkezetmeghatirozasaért Jacques Dubochet, Richard

Henderson és Joachim Frank 2017-ben kémiai Nobel-dijat kapott.

A vizsgalandé

mintat racseppentik

egy rostélyra és a

felesleget sz(ir6-

2 papirral fel-
o itatjak

A rostélyt nagy
sebességgel bele-
meritik a kb. -190 "C-
os folyékony etanba

A viz amorf jéggé fagy
a minta koérul. A mintat
cseppfolyds nitrogén
hémersékleten tartjak
az elektron-
mikroszkopban

CSEPPFOLYOS
NITROGEN

II1.17. dbra. Az ultragyors meritéses fagyasztas (plunge freezing) sémdja (KEMIAI NOBEL-DIJ 2017)

Az ultragyors meritéses fagyasztas sémajat mutatja a II1.17. dbra. A felfedezés nagy hatassal
nativ allapotban lehetett meg6rizni. Marpedig a sejtek viztartalma elérheti a 70%-ot is.

A gyors fagyasztason tulmenden a siker fontos tényezdje volt a direkt elektron detektorok
(Direct Electron Detectors, DED) kifejlesztése. Ez a detektortipus nem allit eld elektronokbol
fényt, majd a fénybdl ismét elektronokat, mint a CCD kamerak, hanem kozvetleniil detektalja
az elektronokat. JelentOsen javitotta a képekben a jel/zaj viszonyt a korabbi detektortipusokhoz
képest, ezaltal hozzajarult a felbontoképesség javulasahoz. Jelenleg mar atomi felbontés érhetd

el krio-EM-mel. A 2020-ban felallitott felbontasi rekord 1,25 angstrom (YIP 2020).
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A krio-TEM a konvencionalis TEM-tdl a képalkotas mehanizmusaban is eltér. Mig a
konvencionalis TEM-re a (festés miatti) amplitudo-kontraszt, addig a krio-TEM-re a

faziskontraszt jellemzd. A II1.18. abran néhany sejtalkotd krio-TEM képe lathato.

endoplazmatikus Golgi-késziilék
retikulum

mitokondrium lizoszéma

I11.18. abra. Néhdany sejtalkoto krio-TEM képe (BOS 2014)

A krio-EM, mint a rontgenkrisztallografia alternativaja a biomolekuldk szerkezetének 3D
meghatarozasadban kiilondsen népszertivé valt a direkt detektorok 2013 utani elterjedését
kovetden. A fehérjék szerkezetét az elmult 60 évben rontgensugarakkal tanulmanyoztak,
amihez a fehérjéket ki kellett kristalyositani. Azonban sok fehérje nehezen vagy egyéalatan nem
kristalyosithat6. Ez motivalta a krio-elektronmikroszkopos fejlesztéseket, tekintettel arra, hogy
a krio-EM-hez nem sziikséges, hogy a vizsgaland6 minta kristalyos legyen.

A COVID-19 jarvany idején a SARS-CoV-2 virus szerkezetét eldszor krio-TEM-mel
hataroztak meg és a kovetkez6 harom publikacio ebben a témaban szintén krio-TEM-es volt
(WRAPP 2020, LIU 2020, WALLS 2020, YAN 2020).

A krio-EM-re példaként bemutatjuk a 300 kV-os gyorsitd fesziiltségii Titan Krios
elektronmikroszkopot (I11.19. abra).

A Titan Krios krio-TEM nemcsak a komputerizalt hiithetd mintatartojaval tér el a
konvencidlis TEM-t6l, hanem abban is, hogy szférikus aberraciora van korrigalva a rendszer,
kettd helyett harom kondenzor lencséje van ¢€s direkt elektron detektorokkal van felszerelve.
Sajnos egy krio-TEM ara 7-8 millio US dollar, a hozza sziikséges infrestruktura kiépitése és a
mikroszkép miikodtetése is nagyon koltséges. Ezért tobb helyen vannak olyan kdzpontok
(Eurdpaban is), ahova a biologusok elviszik a feladatot €s jol képzett szakemberek segédkeznek
a krio-elektronmikroszkopos mérések kivitelezésében. Hazankban is folyamatban van egy krio-

EM beszerzése a Richter Gedeon RT és a Pécsi Tudomanyegyetem dsszefogasaban.
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I11.19. abra. Titan Krios 1 krio-elektronmikroszkop sémaja (THERMO FISHER SCIENTIFIC 2)

A 10 pm-nél vékonyabb mintdkat ultra gyors bemeritéssel, a 10-200 um tartomanyba
esOket nagynyomasu fagyasztiassal készitik el6. A kereskedelmi forgalomban kaphato
nagynyomasu fagyasztokban 200-210 MPa nyomdason a mintat két oldalrdl cseppfolyds
nitrogén sugarral hitik. A mintdk metszése krio-mikrotommal torténik —140 °C alatti
hémérsékleten.

A donthetd mintatartd miatt a szobahdmérsékletli elektrontomografiahoz hasonléan krio-
hémérsékleten is végezheté metszeteken. A krio-elektrontomografia (krio-ET) gyakran az
utolso 1épése a krio-CLEM-nek. A krio-elektronmikroszkopiarol még a VIIL. 3. fejezetben

irunk.
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IV. Osszekot6 elemek a fény- és elektronmikroszképia kozott
IV.1. Képregisztracio

A CLEM szerves része a fény ¢és elektronmikroszkopos képek egymasra illesztése.
Képregisztracié az a folyamat, amikor ugyanazon helyrdl, kiilonb6zé modszerekkel vagy
kiilonb6z6 modon felvett adatokat egy kozos koordinata rendszerbe transzformalunk
(WIKIPEDIA, Image registration).

A CLEM két kiilonb6z0 modalitasaval, fénnyel ¢€s elektronokkal eldallitott képek
egymasra illesztése a képregisztracid tipikus esete. A képregisztracid segitségével keressiik
meg az elektronmikroszkdpban a fénymikroszkoppal vizsgalt objektumot vagy teriiletet. Végso
soron igy illesztjlik az elektronmikroszkopos és fluoreszcens képet.

Az angol nyelvii szakirodalom kiilonbséget tesz a registration és az alignment kozott. A
registration szo6t ugyanazon metszet ugyanazon részeinek, kiilonboz6é modszerrel késziilt
képeinek egymadsra illesztésére, az alignement kifejezést a kiilonbozé metszetekbdl késziilt
képeinek megfeleltetésére hasznalja (COLLMAN 2015).

A tovabbiakban olyan kétfunkcios markerekrdl lesz sz6, amelyek mindkét modalitassal,
azaz fény-, és elektronmikroszkopiaval is detektalhatok. Osszekotd elemeknek szamitanak az
integralt mikroszkopok is, amelyek egy késziiléken beliil lehetové teszik a fény- és

elektronmikroszkdpos vizsgalatok elvégzését.

IV.2. Kétfunkcios (bimodalis) markerek

IV.2.1. Kvantumpontok
A kvantumpontok (angolul quantum dots, roviditve QD) 2—10 nm méret tartomanyba esd
szervetlen, félvezetd nanokristalyok. Fluoreszcenciara képesek és kontrasztot adnak az
elektronmikroszkopos képen, igy alapvetéen alkalmasak a korrelativ fény ¢&s
elektronmikroszkopiara. A kvantumpontok altal kibocsatott fluoreszcens fény szine fligg a
pontok méretétdl, ezaltal a szin a kvantumpontok méretének valtoztatdsaval hangolhato. Ez
teszi lehetdvé tobb fehérje egyidejli jelolését. A kvantumpontok rendkiviil ellenalldak a foto-
kifakulassal (photobleaching) szemben. A felsorolt tulajdonsagok kedvezéen hatnak a QD-k
CLEM alkalmazasaban.

A 1V.1. dbran CdSe kolloidok lathatok, amelyekben a monodiszperz nanokristalyok
mérete 2—-8 nm tartomdnyban valtozik. A kisebb szemcseméretli tartdlyban kék a nagyobb

szemcsemeéretl tartalyban voros a fluoreszcens sugarzas. A kolloidok megvilagitasa ugyanazzal
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az ultraibolya szinli fényforrassal tortént. A kvantumpontok szine (fluoreszcencidjuk
hulldmhossz fliggése) az energia savszélességnek és a dielektromos allandonak a szemcseméret

fliggésére vezethetd vissza.

~ Cdse | 8 nm

2nm

IV.1. dbra. CdSe kvantumpontok szinének fiiggése a nanokristdalyok méretétol a 2-8 nm tartomanyban,

ultraibolya sugarzdssal torténd megvilagitaskor (RESEARCH GATE)

A fluoreszcens kvantumpontok nagyon sok félvezeté anyagbol eléallithatok, pl. az A(11)-B(V1)
tipusu félvezetokbol, de nem korlatozodnak félvezetokre, lehetnek tiszta fémek is, mint pl.
arany vagy eziist nanokristaly is. (Az A(III)-B(V) tipust félvezetdk tobbnyire az infravoros
tartomanyban sugdroznak). A nagyméreti tomeggyartasuk kolloid vagy por forméjaban
megoldott, miként a kadmium-mentes és nehézfém-mentes kvantumpontok gyartasa is.

A kvantumpont fluoreszcens mikroszkopiai alkalmazasara mutat tipikus példat a ,,mag-
héj” konstrukcio (IV.2. abra). A mag anyaga és mérete hatarozza meg a kvantumpont altal
kibocsatott €lénk, fényes szint. A burok a magnal szélesebb tiltott sav szélességli anyag, noveli
a fluoreszcencia hatasfokat és passzivalja a mag feliiletén 1évé nem-sugéarzé rekombinacios
helyeket. A polimer bevonat védi a mag-héj konstrukciot. Végiil olyan biomolekulakkal veszik

korbe, amelyek eldsegitik a vizsgalandd6 makromolekuldkkal valo konjugaciot, pl. antitestek,

peptidek, polietilénglikol (PEG), stb.

: : mag
7 héj
3:75 e polimer
(/\i bevonat

Q ﬂ, biomolekula

15-20 nm

IV.2. bra. Qdot® nanokristdly konjugat (THERMOFISHER)
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A kvantumpontok olyan fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek a szerves fluoroforok
(pl. Alexa Fluor, Cy3, FITC, rodamin) versenytarsava teszik: 1-2 nagysagrenddel fényesebbek
¢és 2-3 nagysagrenddel nagyobb a fotostabilitdsuk. Hatranyuk viszont a lokalizacio

szempontjabol, hogy méretiik nagyobb, mint a szerves fluoroforoké (IV.3. dbra).

b
antitest- kvantumpont szerves festéekkel
konjugatum jelolt antitest

IV.3. abra. Kvantumponttal illetve szerves fluoreszcens festékkel jelolt antitest méretaranya
sematikusan (RESCH-GENGER 2008)

A Thermo Fisher kiilonb6zé méretli és szinli kvantumpontokat arul sztreptavidinhez vagy
biotinhoz konjugaltan. Kaphat6 hat kiilonbdzd szinli kvantumpontokat tartalmazo készlet (kit)

is. Ezek emisszids spektruma lathaté a kovetkezd abran:

QD525 QDESS QD705

hullamhossz (nm)

IV.4. abra. Thermo Fisher CdSe/ZnS kvantumpontok emisszios hullamhosszai (GIEPMANS 2005)

A nagyobb, 5-6 nm atméréji kvantumpontok narancs vagy piros sziniiek, a kisebb, 2—3 nm
atmérdjliek kék vagy zold fényt emittalnak. Az elektronmikroszkopban szogletesnek vagy
téglalap alakunak latszanak. A kvantumpont magja nagyobb rendszamu elemet tartalmaz, mint

a héj vagy a polimer bevonat, ezért nagyobb kontrasztot ad.
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QD525 QD565 QD585 QD605 QD655

IV.5. abra Kvantumpontok TEM képei (DEENRINCK 2008)

A 1V.6. abra PML testek (promyelocytic leukemia protein) CLEM vizsgalatara vonatkozik. A
PML egy olyan tumor-gatl6 fehérje, amely sokféle sejtmagban megtalalhato, gazdag RNS-ben
és a gén-kifejez6désben jatszik szerepet. A PML testek részt vesznek a programozott
sejthalalban, sejt osztddas szabalyozdsaban és virusellenes hatasuk is van (WIKIPEDIA,

Promyelocytic leukemia protein), (BOISVERT 2000).
FL+TEM TEM TEM

Au
Cy3

IV.6. abra. Korrelativ fluoreszcens és elektronmikroszkdpia kvantumpontokkal (also sor) kolloidalis
arannyal és Cy3 fluoroforral (felsé sor). Az arany és a kvantumpontok mérete is 10 nm.
A/ abra fluoreszcens felvétel és TEM kép egymasra helyzeve. PML test bekeretezve fehérrel,

B/ abran kinagyitva TEM képen. C/ abra: a B/ abran lathato terep egy részének nagyitasa.
D/abra: CLEM kvantumpontokkal, fluoreszcens és elektronmikroszkopos kép egymasra helyezve.
A fehérrel bekeretezett PML test kinagyitva TEM felvételen E/ dbran lathato.

A TEM kép egy részletének tovabb nagyitasa az F/ abran. A nyilak kvantumpontokra mutatnak
(NISMAN 2004)
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A kvantumpontokkal torténé CLEM a IV.6. abra als6 soraban (D, E, F, abra), a kolloidalis
aranynyal és Cy3 fluoroforral végzett CLEM a fels6 sorban (A, B, C, dbra) lathatd. Az utdbbit
0sszehasonlitas céljabol mutatjuk. A kvantumpontok a kolloidalis aranyhoz viszonyitva kisebb
méretlinek latszanak, jollehet névelgesen ugyanolyan méretiiek, de kiils6 peremiik gyenge
kontrasztot ad.

A kvantumpontok kiilondsen elényosen alkalmazhatok CLEM-re, ha a TEM elektron-
energia szirével (pl. Gatan Filter) van ellatva, mert az energia-sziirt képek jellemzoek a keresett

objektumra és a kvantumpontokat alkoté kémiai elemekre.

1V.2.2. FluoroNanogold®

Az immunoldgiai vizsgalatokban célszeriinek latszott a fluoreszcens markerek kombinalasa
kolloidalis arannyal, hogy a kettds jeloléssel a korrelativ fény és elektronmikroszkopos
vizsgalatok ugyanazon a mintan megvalosithatok legyenek. A kisérletek kezdetben nem sok
sikerrel jartak, mert a kolloidalis arany lecsokkentette vagy megsziintette a fluoreszcens jelet
(DE BRABANDER 1986). Lehetséges magyarazatként a fluoreszcens rezonancia
energiaatvitelnez (Fluorescent Resonance Energy Transfer, FRET) hasonld jelenséget
(Nanosurface Energy Transfer, NSET) adtak meg, ami szerint az nano-arany elviszi a fluorofor
gerjesztéshez sziikséges energiat (JENNINGS 2006, KARREMAN 2009 és 2013).

Immunfluoreszcens Immun-elektron-
mikroszkopia

mikroszképia

a klasszikus

ultravékony

félvékony

b nagyfelbontasu
immunfluoreszcens

-

Jﬁvékony : /

ultravékony

CLEM

IV.7. dbra. Az immun-fluoreszcens mikroszkopiaval ésszekotott immun-elektronmikroszkopia
(lasd a szoveget) (TAKIZAWA 2015)
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Az immunfluoreszcens mikroszképidval (IFM) kapcsolt immun-elektronmikroszkédpia (IEM)
harom modon valdsulhat meg (IV.7. dbra). Klasszikus esetben kiilon mintan végzik az IFM és
az IEM vizsgalatot: az IEM vizsgalathoz félvékony (0,2-2,0 um), az IEM-hez ultravékony (50—
100 nm) mintat hasznalnak. (IV.7. a. abra). Az ilyen tipust vizsgalatot komparativnak és nem
korrelativnak nevezik. Amennyiben nagy felbontast IFM vizsgalatokat akarnak végezni, akkor
ultravékony mintat kell hasznalni (IV.7. b. abra). A korrelativ vizsgalat (CLEM) (IV.7. c. abra)
abban kiilonbozik az el6z6 kettotdl, hogy a vizsgalatokat ugyanazon az ultravékony mintan
végzik. A CLEM-ben az immunfluoreszcens vizsgalat utan a FluoroNanogold szemcsék (lasd
alabb) méretét eziist vagy arany felvitelével megndvelik (silver enhancement vagy gold
enhancement), azért, hogy a nagyon Kisméretii arany gémbocskéket konnyen meg lehessen
talalni rutin TEM lizemmodban.

Az immunfestéshez konvencionalisan hasznalt, nanorészecskékbdl allo kolloidalis arany
nem azonos a vizben oldhatd, arany klaszterekbdl 4ll6 Nanogold® és FluoroNanogold®
vegyiiletekkel. A FluoroNanoGold (FNG) tulajdonképpen egy olyan Nanogold (NG) vegyiilet,
amelyhez antitestet és fluorofort konjugaltak. A szoban forgo antitest lehet teljes IgG vagy egy
Fab' fragmentum. (Az Fab' jelolést illeten lasd a Wikipedia Fragment antigen-bindig
szocikkét)

A 0

fluoreszcein “
. OH

COOH

’ < 1,4nm

Nanogold

fluoreszcein

’ <€ 1,4 nm

Nanogold

IV.8. abra. A FluoroNanoGoldrol (FNG) szolo elsé kézleménybol. A Fab'-hoz egy fluorofort
(fluoreszcein) és 1,4 nm nanoaranyt kovalensen konjugaltak. Ez a vegyiilet (FNG) a fluoreszcens
mikroszkopban gerjesztés hatasara fényt emittal, elektronmikroszkopban pedig kontrasztot ad az

arany miatt. Az dbrdn nincs feltiintetve, hogy az antigénhez egy primer antitest kapcsolodik és pedig a
Fab' fragmentum bal oldalan. Az FNG korrelativ fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatot tesz

lehetévé (POWELL 1997)
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Az 1,4 nm-es nanogold, kis mérete miatt kozel keriil a vizsgalandé antigénhez és ez altal nagyon

jo a lokalizaci6 pontossaga, ellentétben azzal, ami a IV.7. a. abran lathato szekunder antitest és

kolloidalis arany kombinacidjakor valdésul meg. Egy korabbi kozlemény 0,8 nm-es aranyrol

(un. undecagold) szolt, amely mindGssze 11 darab arany atombol all (HAINFELD 1987).

B

5 nm kolloidalis
arany részecske

Au11 klaszter

4,5nm Fab’

antigén

protein A

antigén

IV.9. abra. Antitestekkel torténd jeldlések méretének osszehasonlitasa. Al. Konvenciondlis esetben,
amikor a protein-A az 1gG F. tartomdnydhoz kotédik, akkor a jeldlés teljes mérete legalabb 25 nm.

5nm-nél nagyobb arany részecskék esetén még ennél is tobb. B/ Auii klasztert hasznalva a jelolés

teljes mérete 5 nm (HAINFELD 1987)

A 0,8 nm-es nanogold elvileg még jobb lokalizacidés pontossagot biztosit, mint az 1,4 nm-es,

de kis mérete miatt a rutin TEM vizsgalatokban nehezen lehet megtaldlni, ezért hasznalata nem

terjedt el. (Pasztdzo transzmisszios elektronmikroszkoppal (STEM) kapcsolatban mégis

hasznaljak, mert a korgyliri alaka sotétlatoterti detektor (ADF, Annular Dark Field) jobb

rendszdmkontrasztot biztosit, mint a TEM).

Az arany-klaszter immunprobak (NG) elényei a kolloidalis arany immunprobakhoz
viszonyitva (ROBINSON 2000):

azonos méretll 1,4 nm atmérdjii arany magot tartalmazo vegyiiletek,

a legkiilonb6z6ébb  makromolekuldkhoz  kapcsolhatok.  Amikor a  Fab'
fragmentumokhoz kapcsolddnak, akkor a rendelkezésre allo legkisebb probak kozzé
tartoznak,

stabilabbak, mint az antitesthez konjugalt kolloidalis arany probak, mert kovalens
kotésiiek,

nem hajlamosak aggregalddasra,

jobban behatolnak a sejtekbe és szovetekbe, mint a kolloidalis arany,

rutin fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatokban is hasznalhatok eziisttel torténd
méretnoveléssel. Meéretnovelés nélkiil pedig nagyfelbontasu

elektronmikroszkopidban,
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— korrelativ fény- és elektronmikroszkdpiara hasznalhatok,

— nagyobb a jelolésiik hatékonysaga, mint a kolloidalis aranyé.

al Alexa Fluor 488 b/ Alexa Fluor 488

az antigén
csatlakozasi
helye

konjugacio "
tiol segitségével Minogeld

IV.10. abra. FluoroNanogold® CLEM alkalmazadsanak két példaja zold Alexa Fluor 488 festékkel
(a Nanoprobes vallalat termékei). A Nanogold® az elektronmikroszkopos detektdlast segiti.
al zolden fluoreszkalo Alexa Fluor 488-FluoroNanogold-Fab' konjugdatum. Az antigén a Fab' bal
oldalahoz kapcsolodik az abran. bl Alexa Fluor 488-FluoroNanogold-sztreptavidin konjugdtum. Az

antigén biotinon keresztill Kapcsolddik a sztreptavidinhez

A pirosan fluoreszkaldo Alexa Fluor 647 FluoroNanogold kétféle formaban is kaphato a

kereskedelmi forgalomban, Fab' fragmentumhoz és teljes 19G-hez konjugalva (IV.11. abra):

Fab’ konjugatum IgG konjugatum

Alexa Fluor 647
038 -0sS. antigén csatlakozasi helyek

o

,

konjugacio o Alexa Fluor 647

tiol segitségével

s

3Lt SO
1.4nm
Nanogold® 1.4nm_
. Nanogold®
az antigén konjugacio
csatlakozasi tiol segitségével
helye

IV.11. abra. FluoroNanogold® CLEM alkalmazasanak két példaja piros Alexa Fluor 647 festékkel
(a Nanoprobes vallalat termékei). A Nanogold® az elektronmikroszkopos detektalast segiti

68



A és C fluoreszcens B és D elektronmikroszkopos
felvételek felvételek

\ \
N

capillary-lumen
'.\:”

N\ rézrostély
racsbotja

1 um

100 nm

IV.12. dbra. FluoroNanoGold alkalmazasa korrelativ fény és elektronmikroszkopidara

A IV.12. 4bran egy specialis integralis membran fehérje, a kaveolin (CAVla) vizsgalata
lathato. Az A és C abrak fluoreszcens felvételek. Az A abran nyillal jelolt két potty lathato.
nagyobb nagyitasban a C abran. A B és D abrak elektronmikroszkopos felvételek ugyanarrol a
tereprdl késziiltek, mint az A illetve C dbra. A B dbra képe nagyobb nagyitasban a D abran
lathatd. Az A és B felvételek nagyitasa, valamint a C és D felvételek nagyitasa megegyezik. A
fény- és elektronmikroszkopos képek kozotti kitiind korrelaciot a FluoroNanoGold biztositja.

,N” a sejtmagot, a ,,*” a mikrostély racsbotjat jeloli (TAKIZAWA 2003).

1V.2.3. Fluoreszcens nanogyémant (FND)
A nanogyémantok mérete 1 mikrométernél kisebb. Tobb évtizede ismertek, de fluoreszcens
valtozataikrol az els6 kozlemény csak 2005-ben jelent meg (YU 2005). A fluoreszcens

nanogyémantok (a tovabbiakban FND, az angol Fluorescent Nano Diamond nyoman) a CLEM
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szempontjabol a legigéretesebb probakhoz tartoznak, tekintettel arra, hogy fény és elektronok
hataséra is vilagitanak.

Terminologiai szempontbdl a lumineszcencia fogalma a fényvaltozasokkal kapcsolatos
jelenségek tag korét foglalja magaban. Ezen beliil a fotolumineszcencia a fény hatasara
bekovetkezd jelenségeket jelenti, ugymint a fluoreszcenciat €s foszforeszcenciat. Az elektronok
hatasara bekovetkezo fényvaltozasok a katddlumineszcencia targykorébe tartoznak. Az FND-k
fluoreszcensek és  katodlumineszcensek is. A CLEM-ben a fluoreszcencia a
fénymikroszkopban, a katddlumineszcencia az elektronmikroszkdpban hasznosul.

A nanogyémantokat vagy szintézissel allitjdk eld, amelyek nagynyomast ¢és

magashomérsékleti eljarasok (IV.13. a/ abra), vagy robbantésos eljarasokkal (IV.13.b/ ébra).

mikrogyémant

&
p/ bs
7-10 GPa, 1500-2200 °C w %' :
Fe, Ni, katalizatorok La )
€ o r
- M 4
min.10-20 nmM = = .

a) Nagy nyomason, magas hémérsékleten b) Detonaciés nanogyémant
eléallitott nanogyémant

IV.13. abra. Szintetikus nanogyémdntok eldallitasi eljardsai (SHENDEROVA 2015)

A b./ 4bra szerinti detonécios eljarasban robbandanyagok keverékét (lasd a TNT és RDX
képletét az abran) robbantjak fel kontrolalt koriilmények kozott. Ennek eredményekeént relative
nagy nitrogén tartalmu (akéar 10 000 ppm) gyémant aggregatumok keletkeznek, amelyeket kb.
5 nm atméréji gyémant szemcsékre diszpergalnak. A nagy nitrogén tartalom ellenére ezek az
aggregatumok optikailag inaktivak. CLEM -hez egyelére csak a I1V.13. a/ ébran mutatott nagy
nyomdason ¢és magas homérsékleten eldallitott fluoreszcens nanogyémantokat hasznaljak.
Ezeknek az Ib tipusu gyémant szemcséknek a nitrogén tartalma 100-200 ppm. A gyémantoknak
tipusokba osztasat lasd a Wikipediaban (Wikipedia, Diamond type).

A fénykibocsatas szempontjabol a tetragondlis gyémadantracsban 1évd hibahelyek
(vakancidk) és a nitrogén atomok jatszanak szerepet. A hibahelyeket a gyémant szemcsékben
utolagos besugarzassal (példaul 10 MeV nagysagrendii elektronokkal, vagy 10 keV

nagysagrendii protonokkal, He ionokkal) hozzak 1étre. Ezekrdl az eljarasokrol Hsiao cikkében
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talalunk egy 0Osszefoglald tablazatot (HSIAO 2016). Sziikséges, hogy a nitrogén atomok

eljussanak a vakancidkhoz, ezt hdkezeléssel érik el (IV.14. abra).

e
AR R

A '. :
b

T>600°C
4, ‘l'
LN e@@&o&oo& AIGEIC
.‘ 7777777777777
a/ vakanciak létesitése besugarzassal b/ hékezelés a vakanciak mozgatasara
£ »
% N—
g ‘ﬁ.‘f
B 2\
d/ méretcsokkentés &riéssel ¢/ fluoreszcens mikroszkopos kép

IV.14. abra. A fluoreszcens nanogyémdntok eléallitisihoz (ADAMAS)

A fluoreszcens mikroszkopiaban egyrészt pirosan fluoreszkald FND-ket alkalmaznak,
amelyekben nitrogén és vakancia komplexek (NV centrumok, szincentrumok) vilagitanak
(IV.15. abra). Masrészt a mikroszkopos szempontbol fontos FND zdlden fluoreszkal és

szincentrumat két nitrogén atom és egy vakancia alkotja (IV.16. abra).

fényintenzitas (a.u.)
NV centrumok 50000 p

40 000
30 000
20 000

10 000

500 600 700 800 900
hullamhossz (nm)

IV.15. abra. a/ 100 nm méretii fluoreszcens nanogyémdant szemcsék képe epifluoreszcens
mikroszkopban. Az dbra jobb alsé sarkaban a gyémantracsban lévé NV centrum kristalyszerkezete
lathato. b/ NV-centrum fluoreszcens spektruma, gerjesztési hullamhossz 532 nm
(SHENDEROVA 2015)
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A 685 nm emisszios maximumu NV centrumok (IV.15. abra) sugarzasanak 70%-a a kozeli-

infravords tartomanyba (870-890 nm) esik, amely a biologiai szovetekbe 2 mm-nél mélyebbre

hatol be.
fényintenzitas (a.u)

20 000 A
NVN centrumok b | ‘-\
J \“,‘
15.000 f
| \\l
|
10000 \
' '.\
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\“\
5000 , \\\
o ) | V“\_
440 540 640 740
hullamhossz (nm)

IV.16. abra. a/ 70 nm méretii fluoreszcens nanogyémant szemcsék képe epifluoreszcens
mikroszkopban. Az abra jobb also sarkdaban a gyémantracsban lévé NVN centrum kristdlyszerkezete

lathato. b/ NVN-centrum fluoreszcens spektruma, gerjesztési hullamhossz 442 nm
(SHENDEROVA 2015)

Nézziik meg melyek az FND-knek azok a tulajdonsdgai, amelyek a CLEM szempontjabol oly

kedvezbek:
— afluoreszcenciajuk fényes és stabil. Nem Iép fel foto-kifakulas (photobleaching) vagy
Az FND-k fényesség szempontjabol

(blinking) (HSIAO 2016).
festékek) vagy a

alulmaradnak a szerves festékekhez (pl.
kvantumpontokhoz képest, de a fotokifakulas hianya kompenzalja ezt a hatranyt.

villddzas
Alexa Fluor

T T m T Y
Alexa 647 H
fluoreszcens| N
gygngygﬂ . r
kvantumpontok e
nanogyémantok
S
Au nanoklaszterek |
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IV.17. abra. A4 fluoreszcens sugarzas jel/hattér viszonya kiilonbozé anyagokra (REINECK 2016)
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IV.18. abra. a/ A fluoreszcens nanogyémantoknal fotokifakulds nem lép fel (REINECK 2016)

(A4 fotokifakulas (angolul photobleaching) az a jelenség, amikor egy fluoreszcensen vilagito objektum,
a gerjesztés hatasdra véglegesen elvesziti fenykibocsato képességét. Ez a fluoreszcens képalkoto

eljardasok tobbségében karos.)

— nem toxikusak, in vitro, in vivo biokompatibilisek, (MOORE 2016), ami az ¢16 sejtek
fluoreszcens vizsgalatanal fontos,
— funkciondlis csoportok konnyen kapcsolhatok az FND felszinére ¢€s a funkcionalizalt

FND-k kereskedelmi forgalomban kaphatok (Adamas Nanotechnology),

). tetrazin

Y\ 7/ - sztreptavidin

karboxil
sav

hidroxil-
_>_/

amino-  \

wh

IV.19. abra. Fluoreszcens nanogyémdntokhoz kapcsolt funkciondlis csoportok (ADAMAS)

— az FND gyémant magja fizikai és kémiai szempontbol is ellenallo. Jol viseli azokat a
vegyszereket, amelyeket elektronmikroszkdépos minta elokészitéskor hasznalnak pl.
glutaraldehidet vagy ozmiumtetroxidot. Jol viselik a hohatast, amely a kétfotonos

gerjesztéskor vagy a szuperfelbontastt STED mikroszkopiaban érheti az FND-ket.
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A CLEM FND-k

segitségével

integralt moédon megvaldsithatd  egy

elektronmikroszkopban az alabbi elrendezés szerint (1V.20. dbra):

elektron sugar

E f=—=0 SEM objektiv lencse

—

— s Visszaszort elektron detektor
szekunder elektron
detektor

visszaszort
elektronok

szekunder

elektronok

Y minta

optikai lencse

foton gerjesztési CCD kamera

fotonok vagy
gerjeszto elektron gerjesztési GIoE ek o
Nt e AR sl sokszorozo6

dikroikus
tukor

IV.20. abra. Pdsztdzo elektronmikroszkopos mérési elrendezés korrelativ fény és

elektronmikroszkopiahoz (CLEM) (HAMELAAR 2017)

megvalositani FND-k segitségével (HAN 2019)
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C))

IV.21. abra. Konfokdlis lézermikroszkopos kép korrelalasa TEM-ben felvett tomografias keppel

fluoreszcens nanogyémant szemesék segitségével (ldsd a széveget) (HAN 2019)

A IV.21. a/ abran HeLa sejtek konfokalis 1ézer pasztazéo mikroszkopos képe lathato. Az FND
piros, a megfestett sejtmag kék szinii (Hoechst festék). A konfokalis és a TEM kép egymasra
illesztését az FND-k segitségével valdsitottak meg (c¢/ abra). A ¢/ abran fehérrel bekeretezett
rész CLEM képe a d/ abran, TEM képe az e/ abran lathato. A TEM kép egy tomografids
képsorozatbol szdrmazik, amelybdl rekonstrudltdk a 3D modellt (f) dbra). Az endoszomalis
vezikulumban az FND-k pirosak, a sejtmembran pedig zold.

Az FND-kkel kapcsolatosan szdmos kivalo attekintd jellegli cikk talalhat6 az
irodalomban (SHENDEROVA 2015, HSIAO 2016, REINECK 2016, HAN 2019).
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IV.3. Fotooxidacion alapulé jel616k (markerek)

A DAB (3-3' diaminobenzidin) egy benzin szarmazék, a korrelativ fény és
elektronmikroszkopia fontos segédeszkoze. Fluoreszcens festékek fluoreszcencidjanak
kovetkeztében juthat a DAB reaktiv, szinglet oxigénhez, amit6l polimerizalodik, megbarnul és
elektronokra-atlatszatlan apré szemcsés csapadékka valik. Ezt a tulajdonsagat az
elektronmikroszkopidban lehet hasznositani.

A DAB polimerizaciojat és kontrasztvaltozasat az irodalom fotdéoxidacié néven nevezi.
Helytelen fotokonverzid elnevezés, amely szintén eléfordul az irodalomban. A fotokonverzio
elnevezés azért nem szerencsés, mert a fluoreszcens mikroszkopiaban fotokonverzid alatt azt
értik, amikor egy fluorofor gerjesztési és emisszios hullamhossza is megvaltozik kiilsd
besugarzas (,,fotokapcsol6”) hatasaira (MEISSLITZER-RUPPITSCH 2009). Példaul
fotokonverzi6 utan egy korabban zolden vilagitod festék pirosan vilagit.

A DAB (3,3-diaminobezidin) képletét a IV.22. abra mutatja:
! NH,
HoN

NH,

IV.22. abra. DAB (diaminobenzidin) (WIKIPEDIA)

A DAB-bal torténd fotooxidacio egyik részvevdje egy fluoreszcens festék, amely intenziv
megyvilagitaskor, oxigén jelenlétében, fluoreszkalasa kdzepette, reaktiv oxigént (szinglet oxigén
parhuzamos spinekkel, 10,) termel. Ennek hatasara a DAB oxidalodik, nagyon kis szemcsés,
oldhatatlan barna polimerré valik. A fluoreszcens festék és a kornyezeti oxigén jelenléte fontos
a reaktiv oxigén létrejottéhez. Minden olyan esetben, amikor a kdrnyezeti oxigént argonnal,
(DEERINCK 1994), nitrogénnel (SANDELL 1988) vagy mas gazokkal helyettesitették le, a
fotooxidacié nem ment végbe.

A reaktiv oxigén rovid élettartama miatt a fluoreszcensen jeldlt targy és a DAB polimer
helye egybeesik. A DAB polimerizalodasa nemcsak elektronmikroszkopban, de fluoreszcens
mikroszkopban és vilagos-latoterii fénymikroszkopban is nyomon kovetheté a folyamatban
résztvevd festék fluoreszcencidja miatt. A DAB csapadék elektronmikroszkopos kontrasztjat

ozmiumtetroxiddal novelik, mert a DAB aktivan k6tédik az ozmiumhoz (ozmiofil).
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A DAB fotooxidacidjat el6szor Maranto haszndlta: lucifer sarga fluorokrémot injektalt
intracelluldrisan pidcdk idegsejtjeibe és a DAB-bol keletkezett barna polimert vizsgalta
elektronmikroszkoppal (MARANTO 1982).

A DAB fotoxidacidjan alapuld6 CLEM sémaja IV.23. abran lathato:

IV.23. abra. A DAB forooxidaciojan alapulo CLEM f6 lépései vazlatosan
(MEISSLITZER-RUPPITSCH 2009)

a/ fluoreszcensen vilagito sejtkultiira fedélemezen fotooxidacio eldtt, b/ fotooxidacio utan megsziinik a

Sfluoreszcencia a besugdrzott kor alakii teriileten, ¢/ barna DAB precipitdtumok keletkeztek a kordabban
megvilagitott teriileten, dI 0zmiumtetroxidos kezelés és viztelenités utdn, a DAB-os teriiletet Epon-
gyantaval toltott kapszuldra helyezik, el a vizsgalando teriilet a megkotott gyanta, csonka kup alakira
trimmelt tetején, f| mintdk szeletelése fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalathoz, g/ a vizsgalando
teriilet képe, h/ tomografidas szelet mutatja a Golgi-kompartment egy részét DAB precipitatumokkal,

i/ a Golgi-kompartment modelljének vetiiletei

A DAB kereskedelmi forgalomban kaphat6. (Hello Bio, Vector Laboratories, Cell Sygnaling

Technology). Ovatosan kezelendé feltételezett rakkeltd hatasa miatt. A fotdoxidacid
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részletesebb megismeréséhez ajanljuk Meisslitzer-Ruppitsch és munkatarsainak 2009-es és
2012-es kozleményét (MEISSLITZER-RUPPITSCH 2009 és 2012).

A DAB a lucifer sarga fluoreszcens festéken kiviil példaul eozinnal is hasznalhato
(DEERINCK 1994). Sandell 10 fluoreszcens festéknek és a DAB-nak a kapcsolatat vizsgalta
(SANDELL 1988). Mi itt csak a DAB-bal leggyakrabban kombinalt festékeket, a zold
fluoreszcens fehérjét (GFP) és szarmazékait, a miniSOG-ot és a ReAsH-t emeljiik ki.

1V.3.1. DAB fotdoxidacio GFP és GFP-szerti festékekkel

GFP ¢és DAB kombinéciojat eldszor Grabenbauer hasznalta fel korrelativ fény- ¢és
elektronmikroszkopos vizsgalatokra. (GRABENBAUER 2005). Vizsgalati modszerét GRAB-
nak nevezte el a GFP Recognition After Bleaching kifejezés alapjan. A modszer nem tér el
attol, amit fent leirtunk: a GFP megvilagitasakor: a fluoreszcencidja reaktiv oxigént fejleszt,
ami oxidalja a DAB-ot. Ez ozmiumtetroxid (OsOs) hatasara elektronokra atlatszatlanna valik.
ezaltal ultrastrukturalis vizsgalatokat tesz lehetdvé az elektronmikroszkopban. Biologiai
szempontbol a reaktiv oxigén termelése tobb ¢él6lénynél az anyagcsere természetes
kovetkezménye. (Az oxidacid magét a fluoreszcens sugarzast elhalvanyitja, fotdkifakulast

(bleaching) okozva.)
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IV.24. dbra. Az EGFP fotooxidacioja polimerizalja a DAB-ot elektronmikroszkopban is lathato
csapadékkda. (GRABENBAUER 2005)
al Hela sejtekben évé GalNAc-T2 és EGFP fuzios fehérjéjének zold fluoreszcens képe. (A GalNAc-T2
enzim jelenléte a Golgi-késziilékre jellemzd.) (WIKIPEDIA, GALNT?2), b/ Fotéoxiddcié és eponba

valo bedagyazas utan a DAB azonosithato az elektronmikroszkopban. (N- sejtmag, ER-
endoplazmatikus retikulum), ¢/ 4 kép megerdsiti a josolt GalNAc-T2 topolégidat (nyil jelzi), dl A

kontrollmérés EGFP nélkiil nem mutat precipititumot a Golgi-késziilékben megvildgitas utdn

1V.3.2. DAB fotooxidaciéo miniSOG-gal

Minthogy a GFP oxidacios képessége a DAB-ot illetden nem tal nagy, ezért kifejlesztettek egy
mas, er6sebben oxidalo fehérjét, a miniSOG-ot (Mini Singlet Oxygen Generator) (SHU 2011).
A miniSOG egy 106 aminosavbol allo, 13,9 kD tomegii, fluoreszcens flavoprotein,

fotoreceptor, amelyet Arabidopsis phototropin 2-bél készitettek.
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IV.25. dbra. MiniSOG és DAB (PERKINS 2014).
Amikor O; jelenlétében kék fénnyel gerjesztik a miniSOG-0t, akkor az szinglet oxigént termel (*O2),
amely az Oz-nek egy reaktiv, rovid élettartamu gerjesztett dllapota. Ez a szinglet oxigén oxidalja és
polimerizalja a diaminobenzidint (DAB) egy lokalizalt, ozmiumra érzékeny anyagga. Az

ozmiumtetroxidnak (OsO.) a DAB-hoz valé hozzdaddsa néveli az elektronmikroszkdpos kontrasztot

(A miniSOG-nak még sziiksége van egy flavin mononukleid (FMN) kofaktorra is, ami a
riboflavin vitaminbol szarmazik, de ez a mitokondrialis sejtek vizsgalatakor mindig jelen van a

sejtben.) A miniSOG-ot is genetikai Giton kddoljak a vizsgalando mintaba, mint a GFP-t.

mitokondriumok

IV.26. dbra. Mitokondrium korrelativ fény és elektronmikroszkdpos vizsgalata miniSOG segitségével
(SHU 2011). A/ Két mitokondrium képe fluoreszcens mikroszkopban fotéoxidacio eldtt. A lefelé mutato
nyil egy miniSOG-gal transzfektalt mitokondriumot mutat. A felfelé mutato nyilfej egy nem traszfektalt

mitokondriumot jelol. Bl Konfokdlis fénymikroszkopos kép az A/ abraval megegyezd terepen
fotooxidacio utan. C/ és D/ elektronmikroszkopos képek, amelyek a sejtmaghoz kézeli kromatin

szdlakat mutatnak kisebb (C) és nagyobb nagyitasban (D)
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1V.3.3. DAB fotdoxidacio FlAsH és ReAsH-val

A GFP viszonylag kismértékii reaktiv oxigén termelését a miniSOG-on kiviil més mddon is
lehetett novelni, példaul F1IAsH és ReAsH segitségével. (GAIETTA 2006, GIEPMANS 2005).
A FIAsH ¢és ReAsH két arzéntartalmt festék. Fluoreszcencia szempontjabol hasonld a

viselkedésiik, ezért egyiitt targyaljuk 6ket. A molekuladk jellemzdje a két arzén €s a négy kén

atom (IV.27. abra):

FIAsH-EDT , ReAsH-EDT,

IV.27. bra. Két oxigén-termelésben kozremiikodo fluoreszcens vegyiilet

A FlAsH a fluoreszcein, a ReAsH pedig rezorufin szarmazéka. Mindkét jel516 reagens szintelen
¢s csak akkor valik fluoreszcensé, ha talalkozik egy tetracisztein motivummal. A motivum négy
cisztein aminosavon (Cys) kivil még két aminosavat tartalmaz. Optimalis esetben az
aminosavak sorrendje Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys. Ezt a motivumot genetikai titon juttatjak be
a GFP-be. azzal a céllal, hogy a GFP reaktiv oxigén termelését novelje. (GRIFFIN 1998). A
IV.28. dbra azt mutatja, hogy a GFP-be genetikailag kddolt cisztein motivum a ReAsH hatasara

voros fényben fluoreszkal.

—>

ReAsH-EDT,

IV.28. abra. Fotooxiddcio tetraciszteinnel és ReAsH-val. (ADAMS 2002)
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Ha CLEM-re akarjuk hasznalni a FIAsH-t vagy a ReAsH-t, akkor a DAB jelenléte is sziikséges.
A FIAsH ¢és a ReAsH is membran-permedbilis, igy permeabilizalasra nincs sziikség. A
kovetkez6 abra azt szemlélteti, hogy a ReAsH az eozin-hoz képest kisebb méretii, ezaltal

pontosabb lokalizaciot tesz lehetové.

DAB eozinhoz DAB

+0, konjugalt +0,
pe %0)2/ 25‘%@3“3’ + fény
csapadék ; csapadék
B e +— dommén kormplexs

negcélzott ReAsH-val
fehérje

a/ fotéoxidacio b/ fotdoxidacié tetraciszteinnel
eozinnal és ReAsH-val

IV.29. abra. DAB fotéoxidacidja a/ eozinnal, illetve ReAsH-val b/ (SOSINSKY 2007)
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V. Kiil6nallo és integralt mikroszkopok a CLEM-hez

A CLEM végrehajtasara két lehet0ség van, az egyik esetben kiilon fénymikroszkopban és kiilon
elektronmikroszkopban végzik a mérést (szekvencialis CLEM), a masik esetben az integralt
CLEM-ben egybe épitik a fény- és az elektronmikroszkopot.

A szekvencidlis CLEM elonye, hogy nem kell specidlis berendezést épiteni vagy
vasarolni, hanem a rendelkezésre allo6 mikroszkopokat lehet hasznélni. Tovabba az is elony,
hogy a fény- és elektronmikroszkopos minta-elokészitési eljarasok kozzé, amelyek gyakran
nem kompatibilisek egymassal, olyan 1épéseket iktathatunk be, amelyek ezeket a problémakat
csokkentik vagy megsziintetik. Hatranya viszont, hogy olyan jelolésekrdl kell gondoskodni a
fénymikroszkopos vizsgalatban, hogy a fénnyel vizsgalt mintateriilet konnyen és pontosan Ujra
megtaldlhatd legyen az -elektronmikroszkopban. A mintanak a fénymikroszkopbol az
elektronmikroszkopba valé athelyezése veszélyeztetheti a minta tisztasagat, eredeti allapotat.

Az integralt megoldas eldnye, hogy a mintat nem kell egyik berendezésbdl a masikba
athelyezni, a szennyezddéseket elkeriilhetjiik €s a megcélzott teriilet Gjra megtalalasa nem jelent

problémat.

V.1. Kiilonallo fény- és elektronmikroszkop CLEM-hez

V.1.1. Szimbodlumokkal ellatott racs felhasznalasa a relokaciohoz
Kiilonallo fény- és elektronmikroszkép CLEM-hez vald alkalmazédsakor sziikség van a
fénymikroszkopban vizsgalt terepnek az elektronmikroszkopban valéo Gjra megtalalasara
Altalanossagban elmondhatjuk, hogy amikor a CLEM-ben SEM-et alkalmaznak, akkor a
keresésre szolgalo racs a fed6lemez tivegbe van bemaratva, amikor TEM-et alkalmaznak, akkor
a szimbolumokkal ellatott mintatarté mikrostély segit a tajékozodasban.

Lucic és munkatarsai egy szoftver alapti korrelacios modszert mutatnak be, amelyet

szamokkal és betiikkel ellatott elektronmikroszkopos mikrostélyon kalibralnak két 1épésben.
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V.1. abra. Korrelacio létrehozasa kiilonallo fény- és elektronmikroszkop esetén (lasd a szoveget)

(LUCIC 2007)

Az elso 1épésben (V.1.a abra) fénymikroszkop alatt kis nagyitasban (10x-20x) meghatarozzak
a szimbolumokkal ellatott teljes mikrostély (angolul finder grid) harom szimbolumanak a
koordinatait. Ezek utdn megmérik az elektronmikroszkopban ugyanezen szimbolumok
koordinatait. Ebbdl meghatarozzak a koordinata transzformaciot, benne harom paraméterrel, a
nagyitassal, a transzlacioval és a rotacioval.

A masodik 1épésben (V.1.b abra) a vizsgalt terephez kozeli racs sarkainak koordinatait
mérik meg az el6zOénél nagyobb nagyitasban és tekintik referencia értéknek. Ezaltal egy
pontosabb korrelacidhoz jutnak. A transzformacid képletét lasd az idézett kozleményben
(LUCIC 2007).

Amennyiben a fénymikroszkopos vizsgalat megelézi a beagyazassal jar6
elektronmikroszkopos vizsgalatot, akkor célszerli a mintaelokészitéskor olyan tiveglemezt
hasznalni, amelybe szimbdlumokkal jelolt racsot marattak. Ugyanis a fénymikroszkopozast
kovetd minta-bedgyazaskor a bedgyazod gyanta képes az iivegbe maratott racsot és a
szimbolumokat is atvinni az elektronmikroszkopba. A MatTek cég termékei olyan miianyag
csész€k, amelynek aljan maratassal jelolt racsot tartalmazo iiveg fedélemez helyezkedik el

(V.2. abra).
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V.2. dbra. a/ Miianyag MatTek csészék, b/ racsos mintdzat a csészék aljan elhelyezett iiveg

feddlemezen (MATTEK)

A V.3. dbran mutatunk egy sémat a racsos aljzatu MatTek csésze alkalmazasara CLEM-hez.

Racsos aljzatu MatTek Idéugrasos konfokalis Jelolés arannyal, majd
" csészében sejtnovesztés " fénymikroszkopia majd " beagyazas
és DNS transzfekcid fixalas
GFP-vel jelolt a vizsgalando
N vizsgalando r szerkezet jelolése

78 . szerkezet
] Y

: 1 arannyal

vuzsgalando N\ N\ )
sejt >

V.3. abra. MatTek csésze alkalmazasa feny- és elektronmikroszkopos vizsgalat kozotti korreldcio

meghatdrozasara (ldsd a szoveget) (POLISHCHUK 2012)

A MatTek csészében elvégzik a sejtndvesztést, a fluoreszcens festést, és a konfokalis
fénymikroszkopos vizsgalatot. Ezt koveti az arannyal vald jelolés, ami az immun-
elektronmikroszkopia cimszo alatt keriilt leirdsra. Az antitesthez kotott arany szemceséket az
antigén-antitest kolcsonhatas segitségével juttatjuk el a megcélzott helyre. A minta beagyazasa
sordn a csésze aljan 1évo racshalozat megdrzddik a bedgyazd gyantan. A gyanta mikrotomos
szeletelése utan a racs segit abban, hogy a korabban fénymikroszkoppal vizsgalt terepet az
elektronmikroszkopban megtalaljuk.

Nagyon hasonld a hére lagyuld aklar milanyag alkalmazasa, amikor is egy szilicium
lapkarol keriil at egy referencia koordinata rendszer az aklarra termokompresszio segitségével
(V.4. abra).
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Si “mester sablon”, a fénymikroszkopiat kovetéen fixalas,
amellyel 100 um méretd

négyzet alaku mélyedéseket viztelenités, festés és beagyazas epoxi
lehet eléallitani Aclarban gyantaba, végul FIB-SEM

V4. abra. Jelolésekkel elldtott Si sablon és akldr alkalmazdsa a fény- és elektronmikoszkdpos vizsgalat

kozotti korrelaciohoz (BECKWITH 2015)

A 100 mikron méretti mélyedésekkel teli aklar sablonban torténik a sejtndvesztés, konfokalis
mikroszkdpos vizsgalat, majd a minta- el6készités (fixalas, viztelenités, festés, epoxi gyantaba
torténd beagyazas) az elektronmikroszkopos vizsgalathoz.

Egy konkrét példaban Beckwith és munkatarsai aklar hordozon huméan makrofagokat
tenyésztettek és fertéztek meg CFP-vel (Cyan Fluorescent Protein) genetikai uton megfestett
Mycobacterium aviummal, hogy ezeket a baktériumokat vizsgalni tudjak. (BECKWITH 2015)

V.5. abra. Aklar sablonon novesztett és CFP-vel megfestett Mycobacterium avium fénymikroszkopos
képei fixdlas és beagyazas eldtt. a/ DIC (differencidlis interferencia kontraszt) kép, a bal felsé
sarkaban lathato a terep azonositasdara szolgadlo G7 szimbolum. bl konfokalis fluoreszcens
mikroszkopos képre helyezett DIC felvétel. A sejtmagok kéken, a baktériumok pirosan lathatok.

A konfokdlis fenymikroszkdpos felvételek utin kovetkezett a minta prepardlasa FIB-SEM-re
az V.4.c/ dbra) szerint (BECKWITH 2015)

Mind a konfokalis mikroszkép, mind pedig a FIB-SEM alkalmas a harmadik dimenzi6
feltarasara. A konfokalis képek (X-y sik) és a FIB-SEM képek (X-z sik) iranya mer6leges
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egymasra (V.6. a/ abra). Az a/ abra két foltokkal diszitett része a korabbi egyetlen aklar

,»,20dor’-bol szarmazo gyanta blokk.

V.6. abra. A CFP- vel megfestett Mycobacterium avium-mal fertézott makrofagok konfokdlis
Sfluoreszcens és FIB-SEM képének korrelalasa, harom dimenzioban (a/ abra) és két dimenzioban

(b/ dbra). A sejtmagok kék a baktériumok piros sziniiek

A 3D ¢és 2D korrelaciot Avizo szoftverrel végezték. A képfeldolgozas és analizis szempontjabol
fontos Avizo és Amira programokat (AVIZO, WIKIPEDIA ¢és AMIRA, WIKIPEDIA) a
ThermoFisher Scientific arusitja. A ,,rokon” programok (kozos fejlesztok) koziil az egyik az
anyagtudomanyban a masik a bioldgiai tudomanyokban élvez elsdbbséget. A CLEM
korrelaciohoz sziikség volt nemcsak FIB-SEM szekunderelektron képeire, de a porlasztd
ionnyalab altal készitett ionképekre is. Tovabba felhasznaltdk mind a fény- mind pedig az

elektronmikroszkopos képeken a 100 um széles blokk €¢1ét61 mért tavolsagokat is.

V.1.2. Fluoreszcens mikro-gombocskék, mint tampont markerek

Nagy pontossagt (jobb, mint 100 nm) lokalizaciora talalunk protokollt Kukulski munkéajaban
(KUKULSKI 2012). A korrelaciora timpont markerként (fiducial marker) fluoreszcens mikro-
gombocskéket  hasznaltak, amelyek lathatok mind a fény- mind pedig az
elektronmikroszkopban. A vizsgalandd fehérjébe vords fluoreszeens fehérjét juttattak, és a
mintat hidrofil Lowicryl gyantdba agyaztak be. Az V.7. A/ dbrén a (kék) fluoreszcens tampont
markerek képe lathato fluoreszcens mikroszkopban fekete-fehérben. A B/ és C/ abran kézzel
bejelolték a fluoreszcens mikro-gombocskéket a fény- és elektronmikroszkopos felvételen.
Ezek lehetdséget adnak a két rendszer k6zotti transzformacid meghatarozasara. A D/ édbran a
vizsgalandd fehérje terepének kivalasztasa lathatdé a fluoreszcens mikroszkép voros
szincsatorndjaban. A markerek mérése a kék szincsatornaban tortént. A pontossidg novelése

érdekében meghatarozzak a voros folt centroidjat (E/ abra).
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3. Avizsgalando fehérje
fluoreszcens gerjesztése
és ROIl-janak kivalasztasa (D).
A folt centroidjanak
meghatarozasa (E)

Y

6. A transzformacio
alkalmazasa a
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fehérje helyzetére
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képen.
A koztuk 1évd eltolédasa meghatarozasa.
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ah

V.7. dbra. Fluoreszcens tampont markerek (mikro-gombocskék) alkalmazasa a fény és
elektronmikroszkop kozotti korreldcio meghatarozasara (KUKULSKI 2012) (lasd a szoveget)
A tampont markerek kék és a vizsgalt fluoreszcens fehérje voros szincsatorndja kozotti eltérést az F/
dbran lathato, egymasra helyezett felvétel segitségével korrigaljik. Ezt az eltérést veszik figyelembe a
B és C abra segitségével megallapitott transzformdcioban. A végeredmény a voros fluoreszcens

feherje elektronmikroszkopos koordinatdi (G abra)
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V.1.3. Jelolés beégetése kozeli infravoros fénnyel
Infravords 1ézerrel beégetett jel is szolgalhat haromdimenzids timpont markerként az FM ¢és

EM kozotti korrelacid 1étrehozasara. A mddszer az irodalomban NIRB néven talalhatd meg,

b

15 um 30 um

V.8. abra. Lézeres beégetéssel késziilt tampont markerek hdarom kiilonbozé mintamélységben (z). Az al
és b/ abra mesterséges szinezésii kétfotonos felvételek, egér agykérgébdl vett, glutaraldehiddel fixalt
mintan. Az N és R betiik 15 um, I és B betiik 30 um mélységben lettek beégetve. A magenta szinnel
jelolt rész 15 és 30 um kézott talalhato. A ¢/ abra a markerek haromdimenzios megjelenitésben

(BISHOP 2011)

amely a Near Infrared Branding (beégetés kozeli infravords fénnyel) kifejezés roviditése
(BISHOP 2011). A kétfotonos mikroszkopiaban, a markerek beégetéshez femtoszekundumos
titan-zafir 1ézert hasznaltak és DAB fotooxidacido révén (IV.3. fejezet) tették a jeleket
kontrasztossa az elektronmikroszkopos vizsgalat szamara. A jeloléseket, amelyek

autofluoreszcensek, a vizsgalando teriilethez kozel égetik be.
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NIRB jelolées fotooxidacié
elétt utan

.

50 um
V.9. abra. NIRB tampont marker transzmisszios fénymikroszkopos felvétele DAB (diaminobenzidin)
fotéoxidacidja elétt és utan (BISHOP 2011)

V.1.4. Kérnyezeti pasztazo elektronmikroszkop szekvencialis CLEM-hez
A kornyezeti pasztazd elektronmikroszkop (Environmental Scanning Electron Microscope,
ESEM) lehetdvé teszi, hogy €16 bioldgiai mintakat eredeti nedves allapotukban, a mikroszkdp
telitett vizgézében vizsgalhassunk. Nem sziikséges a mintakat dehidralni, szénnel vagy fémmel
bevonni. A vizgéz megakadalyozza, hogy a minta kiszaradjon.

Bizonyitékként €16 atkakrol ESEM-ben készitett videofilmeket lathatunk az interneten
http://www.danilatos.com/ESEM_videos.htm cimen.

Az ESEM-ben a mikroszkop belsé terét két nyomascsokkentd apertiiraval harom részre
osztottak és szekunder elektron detektor helyett a nedves mintak vizsgélatara is alkalmas gaz-
alapu detektort fejlesztették ki. (Az ESEM definiciojahoz tartozik, hogy a nagyvakuumtol 609
Pa nyomastartomanyban miikodjon a leképezés. A 609 Pa ugy keriilt a definicidba, hogy ennyi
a desztillalt viz telitési gdznyomasa 0 °C-on.)

Miel6tt példat mutatunk be a fluoreszcens vizsgalatokat kovetd korrelative ESEM
vizsgalatokra, még egy par szot az ESEM-161 és az ASEM-16l.

Az ESEM az atmoszferikus SEM (ASEM, Atmospheric Scanning Electron Microscope)
utddja. Mindkett6t Danilatos szabadalmaztatta: az ASEM-et 1979-ben, az ESEM-et 1988-ban.
(DANILATOS 1979, 1988). Az ASEM-re az integralt CLEM-nél visszatériink.
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ObjeklIV ¥ sz6rt elektronok

al fluoreszcens mikroszkoépia folyadékban b/ ESEM vizg6z atmoszféraban

V.10. abra. Fény-és elektronmikroszkopia korreldaldsa folyadékban végzett fluoreszcens (al) és
kérnyezeti elektronmikroszkdp (ESEM) vizgzében végzett (bl) vizsgdlatokkal (PECKYS 2015)

Peckys ¢és munkatarsai a HER2 (mas néven ErbB2) transzmembran fehérjék dimerizacidjat
vizsgaltak, tekintettel a HER2-nek az rakot okozé SKBR3 sejtvonalban betdltott erdsitd
szerepére. (NAGY 2002) A HER2 monomert biotinhoz, a fluoreszcens kvantumpontokat
sztreptavidinhez kototték, igy a biotin-sztreptavidin kotésen keresztiil kapcsolodhattak a
kvantumpontok a HER2-hoz. A V.10. a/ abran annak a kisérleti elrendezésnek a sémaja lathato,
amelyben a kvantumpontokkal jeldlt sejteket folyadékban olaj-immerzios fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltdk. A mintat alulrdl tiveg, feliilrdl 50 nm vékony SiN membran
valasztotta el a kiilvilagtol. A SiN membran ebben a vastagsagban atlatsz6 az elektronokra. Az
ilyen SiN membrant tartalmaz6é Si mikrocsippek kereskedelmi forgalomban kaphatok

(https://www.labtech.com).

A fluoreszcens vizsgalatot kovetden a minta a mikrochippel egyiitt fejjel lefelé keriilt az
ESEM mikroszkopba, ahol 3 °C-on,720-740 Pa nyomasu telitett vizg6zben vizsgaltak 30 keV-
es elektronokkal. (V.10. /b abra). A mintat egy nagyon vékony vizréteg is fedte. A SEM-ben a
minta alatt detektorként a STEM-ben hasznalt korgylr(i alaku sotétlatoterti detektort
alkalmaztak (annular dark-field detektor, AD-FD), mert annak jo az érzékenysége a mintaban

1év6 rendszamkiilonbségekre. 3 nm-es felbontast értek el.
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V.11. abra. Szekvencialis korrelativ fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalat SKBR3 sejteken [évo,
kvantumpontokkal jelolt HER2-n. a/ fluoreszcens kép. b/ ugyanazon teriilet ESEM képe. cl a fehér
négyzettel bekeretezett teriilet ESEM képe nagyobb nagyitasban. Utdlagosan sargadval lettek szinezve
az automatikusan detektalt kvantum pontok. A két fehér nyil dimer HER2-re mutat. 4 dimerizacionak

Jelentésége lehet a metasztdzishan
V.2. Integralt fény- és elektronmikroszkop CLEM-hez

Az integralt CLEM egyetlen berendezésbe egyesiti a fény- és elektronmikroszkopos
vizsgalatot. A teljesség igénye nélkiil bemutatunk négy kisérleti elrendezést, amelyek koziil
harmat kereskedelmi termékké fejlesztettek. Mint emlitettiik, az integralt CLEM eldnye a
kiilonalld fény- és elektronmikroszkdppal végzett mérésekhez képest az, hogy az egyik
modszerrel vizsgalt teriiletnek a masikkal torténd Ujra-megtaldldsaval (relokdldséval) nincs

probléma.

V.2.1. Fénymikroszkop és transzmisszios elektronmikroszkop integralasa

A transzmisszids elektronmikroszkép ¢és a pdsztdzo lézer fluoreszcens mikroszkop
egybeépitésére lathatunk példat az V.12. abran (AGRONSKAIA 2008). A fénymikroszkop
objektivje egy FEI Tecnai 12 tipusu elektronmikroszkép objektiv polussartjanak 9 mm-es
résében helyezkedett el (V.12. B/ abra).
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V.12. abra. Integralt fény- és transzmisszios elektronmikroszkép (AGRONSKAIA 2008)

TEM ilzemmodban kihuztdk a fénymikroszkopot az elektron sugarmenetébdl.
Fénymikroszkopos lizemmodban a minta sikjat parhuzamosra allitottak a TEM tengelyével és
a fénymikroszkop objektiv lencséjét kozelebb toltdk a mintdhoz. A minta gerjesztése 1ézerrel
tortént, a kijovo fluoreszcens fényt pedig dikroikus tiikkorrel valasztottak el a gerjeszto fénytol.
Detektalasra nagyérzékenységli lavina fotddidodat hasznaltak. A vakuumban végzett
fluoreszcens vizsgalatok soran kisebb mértékii fotokifakulast talaltak, mint ami levegdén szokott
lenni. Ugyanis a fotokifakulas a szinglet oxigén kdvetkezménye, ahhoz pedig normal oxigén is
sziikséges. Az integralt elrendezés gyors és pontos korrelaciot eredményezett.

Az ismertetett fény- és elektronmikroszkop kombindcié sikeres volt és a FEI véllalat (ma
ThermoFisher) iCorr néven kereskedelmi terméket fejlesztett ki a Tecnai G2 TEM-csaladot
hasznalva. Az iCorr gyors, pontos ¢és automatizalt korrelaciot biztosit a fény és
elektronmikroszkopos képek kozott. A fluoreszcens fénymikroszkopos feltét a TEM

paramétereit nem rontotta. A FEI az integralas lehetdségét krio-EM-re is Kiterjesztette.
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V.13. abra. A/ A FEI Tecnai iCorr szoftvere automatikusan rahelyezi a TEM képet a fluoreszcens
képre. B/ mutatja a korrelalt fény és elektronmikroszkopos képet, amelyre zoomolva a nagyfelbontdsu

TEM kép lathato (FEI Product Flyer)

V.2.2. Fénymikroszkop és pasztazo elektronmikroszkop integralasa
A fénymikroszkopnak é€s a pasztazo elektronmikroszkdpba (SEM) integralasat az V.14. abra

mutatja (LI1V 2014 A).
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V.14. abra. a/ A fénymikroszkop és a pasztazo elektronmikroszkop integralasanak sémaja. b/ A SEM
kamrdjanak belseje: a SEM objektiv lencséje alatt a minta és a_fénymikroszkop objektivje lathato
(LIV 2014 A)
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A szerzOk tobbszinli SCLEM névvel illeték berendezésiiket (multi-color Simultaneous
Correlative Light-Electron Microscope). A tobb szinli fluoreszcens gerjesztést LED
fényforrasok biztositottdk. Nagy numerikus aperturdju (NA=1,4) olaj-immerzids objektivet
hasznaltak az epifluoreszcens elrendezésti fénymikroszkopjukhoz. Alkalmazasként 16 arteritis
virusanak CLEM vizsgalatat mutatjuk, amelyben a virusba GFP-t genetikai uton vitték be (z61d
szinaz V.15. abran), a sejtmagokat Hoechst festék festette kékre. Mindharom (a/, b/ és c¢/) abran
a két fluoreszcens és az elektronmikroszkopos kép egymadsra van illesztve. A kisebb nagyitasi
a/ abra azt a célt szolgalta, a megfeleld teriiletre lehessen navigalni a nagyobb nagyitast képek

(/b és c/ abra) elkészitéséhez.

V.15. abra. Lo arteritis virusanak SCLEM képe két nagyitasban (lasd a széveget) (LIV 2014 A)

A SCLEM mintatart6 asztalabol és a fénymikroszkopos feltétéb6l a DELMIC vallalat SECOM
néven kereskedelmi terméket készitett. (V.16. abra)

A korrelécio a fény- és a elektronmikroszkopos kép kozt gyors, pontos és automatizalt.
A korrelaciohoz azt hasznaljak ki, hogy a mintat tartd feddlemezen az elektronsugar
katodlumineszcens sugarzast valt ki és ezzel ideiglenes tampont markereket generalnak (V.17.

abra). A modszer korrigalja a transzlaciot, rotaciot €s a nagyitast is.
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V.16. abra. A SECOM feltét asztala és a féenymikroszkopos feltét objektivie CLEM-hez. A berendezés
tobbféle SEM-re (pl. FEI, Tescan, Hitachi és JEOL) feltétként csatolhaté (DELMIC SECOM)

V.17. abra. Uveg fedblemezen kivaltott katédlumineszcens kép a fény és elektronmikroszképos kép

korreldlasahoz (DELMIC SECOM)

ILSEM (Integrated Light and Scanning Electron Microscope) néven Peddie és Brama irt le egy
CLEM-re alkalmas integralt mikroszképot (PEDDIE 2014 Ultramicroscopy, BRAMA 2015).
(A minta-beagyazas koriillményeire, nagynyomasu fagyasztasra és fagyasztasos helyettesitésre
a VII.2. fejezetben tériink ki.) Néhany standard fluoreszcens fehérje (pl. GFP, YFP) azon
tulajdonsagéra jottek ra, hogy a mikroszkop vakuumdban vizgdz hatdsdra visszaallithatod
fluoreszcencia. Ezaltal az egyfunkcids fluoreszcens fehérje kétfunkciods fluoreszcens fehérjéve
valik, azaz fény és elektronmikroszkopban egyarant hasznalhato. Az V.18. abra szerinti 200 Pa
parcialis nyomast vakuumrendszerben a fluoreszcens vizsgalat elvégezhetd. 488 nm
hossziisagu 1ézer fény hatasara a GFP fluoreszkal. A nyomas csokkentésekor 10 Pa nyomason
elkészithetd az elektronmikroszkopos kép ugyanazon mintatereprdl visszaszort elektron

detektorral. A nyomasnak 200 Pa-ra vald visszadllitasakor egy ujabb teriilet vizsgalhato
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fluoreszcens leképezéssel. A nyomas visszaallitasara vizgdzt haszndlnak. Sem oxigén, sem

pedig nitrogén hatdsara nem 4ll vissza a fluoreszcencia jelensége.

'\ SEM 3
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\ /7Y

/
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P elektronmikro- — Visszaszort
szkopos kép elektron
készitésekor detektor

V.18. abra Integralt fény- és elektronmikroszkop ILSEM (BRAMA 2015)

200 Pa 100 Pa
200 Pa

V.19. abra. A GFP-CL1 fluoreszcens intenzitasanak fiiggése a vakuum-rendszer vizgézének parcialis

nyomasatol. A képeken balrol jobbra a 200 Pa-nal kisebb nyomdson egyre csokken a fluoreszcencia
intenzitasa, majd a nagyvakuumban csaknem nulla. 4 200 Pa parcialis vizgéznyomas visszaallitasakor
a fluoreszcencia visszater. Az atmoszferikus nyomdason a fluoreszcencia intenzitasa ugyanakkora, mint

a 200 Pa nyomason (PEDDIE 2014)

Ezekre a vizsgalatokra a V11.2.3. pontban visszatériink.
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V.2.3. Atmoszférikus SEM (ASEM), mint integralt fény- és elektronmikroszkop
Nishiyama ugy integralta a fénymikroszkopot egy forditott allasi  pasztazo
elektronmikroszkophoz, hogy elektronokra atlatszo, vékony SiN membran ablakkal vélasztotta
el az atmoszférikus nyomason 1évé fénymikroszképot a vakuumban miikodéo SEM-tdl
(NISHIYAMA 2010, MORISSON 2012, HIRANO 2013). Detektalasra visszaszort elektron
detektort hasznaltak. A fénymikroszkop és a SEM mechanikailag egymashoz vannak centralva,
a mintatartd mozgathat6 az x-y sikban. A mintatartd Petri csészében sejttenyészetet vagy
szoveteket nemcsak levegon, de CO: atmoszféraban vagy nedves kornyezetben is Ilehet
vizsgélni. 100 nm vastagsagi SiN membrant hasznalva 30 KV-os gyorsitdé fesziiltségen
optimalis esetben 8 nm-es felbontast tudtak elérni (NISHIYAMA 2010).

A berendezést a JEOL ClairScope® néven hozta kereskedelmi forgalomba.
A konstrukcid célja volt athidalni a fénymikroszkopia és az elektronmikroszkopia kozotti

szakadékot.
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V.20. abra. Atmoszferikus SEM (ClairScope®) korrelativ fény és elektronmikroszképos vizsgalatot tesz
lehetévé az elektronokra atlatszé SiN membran ablak miatt (TERAMOTO 2010)

Az ASEM alkalmazéasaként COS7 sejtek (lasd COS cells WIKIPEDIA) endoplazmatikus
retikulumanak vizsgalatat mutatjuk. A fénymikroszkop felbontasa nem elég jo a részletek
felderitésére, mint az Alexa Fluor 488-cal festett fluoreszcens képen lathato (V.21. abra).
A fluoreszcens vizsgalatot kovetd platina kék festés utan a SEM képek jelentdsen javitottak a

részletek lathatosagat.
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V.21. abra. COS7 sejtek endoplazmatikus retikulumdnak fluoreszcens mikroszkopos (FM) és pasztdzo
elektronmikroszkopos vizsgalata ASEM berendezésben (NISHIYAMA 2010)

Sok tekintetben az ASEM-re emlékeztet Liv 2014-es CLEM konstrukcidja 180-os elforditasban

(V.22. abra).
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V.22. abra. A SEM vakuumatol vékony SiN membrannal elvalasztott minta szimultan vizsgadlata

[fluoreszcens mikroszkoppal és elektronmikroszkoppal (LIV 2014 B)

Liv és munkatarsai (LIV 2014 B) SiN vagy SiNs membranok vastagsaganak fiiggvényében

vizsgaltak a folyadékban 1év6 arany nanorészecskék és kvantumpontok detektalhatosagat. Azt

tapasztaltak, hogy ezek a 10 nm-nél nem kisebb atméréjii részecskék visszaszort elektronokkal

detektalhatok, ha a membran vastagsaga a 20 és 50 nanométer vastagsagtartomanyba esik.
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Festetlen egész sejteket vizsgalva a membran kamra hasznalatanak eldnyeit a kdvetkez6kben
Osszegezték:
1. A fluoreszcens mikroszkopidban alkalmazott minta-elokészitési protokoll valtoztatas
nélkiil hasznalhato a SEM vizsgalatokban is.
2. Az atmoszferikus mintatart6 kamra megvédi a mintat a vakuum altal eléidézhetd
szerkezeti valtozasoktol.

3. A folyadékkal toltott mintatartd kamra kozel-nativ allapotot biztosit a minta szamara.
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VI. CLEM szobahomeérsékleten

Eldszor azokat a CLEM vizsgalatokat targyaljuk, amelyeknél a fény- és elektronmikroszkdpos
vizsgalatok szobahOmérsékleten torténnek, tovabba a minta-elokészités is szobahdmérsékleten
vagy felette torténik. A munkafolyamatok jellemzdje a minta kémiai Gton torténd fixalasa,
epon- vagy akril-alapu gyantaba torténé beagyazasa metszetkészités céljabol. Illusztracioként
Bykov egy abrajat hasznaljuk fel, de gondolatmenetiinknek megfeleléen annak csak a

szobahémérsékletli vizsgalatokra vonatkozo részletét (VI.1. abra).
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i blokk
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REGISZTRACIOJA

VI.1. &bra. 4 szobahémérsékleten végzett CLEM munkamenete, 2016

A VI.1. abrabol (fentrdl lefel¢) lathatd, hogy a CLEM vizsgalatok a fénymikroszkdpos
vizsgélatokkal kezdddnek, majd az elektronmikroszkopos vizsgalatokkal folytatodnak. A
fénymikroszkopos vizsgalatok a CLEM harom fazisaban is szerephez juthatnak. Az a lehetdség,
hogy a folyamat kezdetén az éI6 sejtekben lezajlo dinamikus folyamatokat nyomon lehet
kovetni, a fénymikroszkopiat egyediilallo modszerré teszi. A szobahdmérsékleti CLEM
jellemzdje a kémiai fixalas (az alternativ lehetdséget a krio-fixalast lasd a VII. és VIIL
fejezetekben) és ezt koveti az elektronmikroszkopiaban szokasos dehidralas és beagyazas. A
beagyazassal keletkezett ,,blokkot” ultramikrotommal felszeletelik és a metszeteket SEM-ben
vagy TEM-ben vizsgaljak.
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A konvencionalis mintaeldkészités fluoreszcens mikroszkopidra €s
elektronmikroszkopidra nem kompatibilis egymassal. Az elektronmikroszképos miinta-
preparacio csokkenti a minta fluoreszcens sugarzasanak intenzitasat vagy gyakran teljesen
megsziinteti, masrészt a fluoreszcens mintaelokészités karosithatja a minta ultraszerkezetét.
Ezért a CLEM-ben olyan megoldéasokat keresnek, amelyben a fluoreszcens jel tobbé-kevésbé
megmarad az elektronmikroszkopban és/vagy a fluoreszcencia helyén elektronmikroszkopos

kontraszt is létrejon (IV.2. és IV.3. fejezet).

VI.1. CLEM transzmisszios elektronmikroszkopba integralt pasztazo lézer

fluoreszcens mikroszkoppal

Kiilonallo fény- és elektronmikroszkop esetén a mintanak az egyik berendezésbdl a masikba
valo atvitele veszélyeztetheti a minta épségét. Az V. fejezetben bemutattuk, hogyan integralta
Agronskaia a fluoreszcens mikroszkopot a transzmisszids elektronmikroszkopba, amibdl
késébb iCorr néven kereskedelmi berendezés lett (AGRONSKAIA 2008). Az integralas eldnye
a kiilonallo fény- és elektronmikroszkophoz képest abban all, hogy a megkonnyiti a CLEM
egyik f6 problémajat a két kiilonbozé modalitasi kép egymasra helyezését. A
fénymikroszkopban vizsgalatra kivalasztott terepet (ROI, Region of Interest) konnyii ujra
megtalélni a kis nagyitast, nagy latoteri elektronmikroszkdpos képben. A nagyitds novelésével
pedig (kisebb latotérben) a nagy felbontdst hasznosithatjuk az ultrastrukturalis részletek

megismerésére.
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VI.1.1. Patkobél vizsgalata

VI.2. abra. Lowicryl HM20-ba dgyazott patkany patkobél metszetnek korrelativ fluoreszcens és
transzmisszios elektronmikroszkopos képei. A metszet festése Alexa488 festékkel tortent, amelyhez
buzacsira agglutinint konjugaltak a kehelysejtben [évo fehérjék detektdlasara. ER, endoplazmatikus
retikulum (lasd a széveget) (AGRONSKAIA 2008)

A méréseket TECNAI 12 tipust elektronmikroszkdpban végezték, amelynek TWIN lencséi
kozott 9 cm-re tavolsag volt, ahova a fénymikroszkop objektiv lencséjét be lehetett tolni (V.12.
abra). A méréseket 80 kV gyorsito fesziiltségen szobahdmérsékleten végezték.

A fénymikroszkopos ¢és elektronmikroszkopos koordinata rendszerek kozott
transzforméciot 0,2 pm méretli fluoreszcens latex gyongyok segitségével ellendrizték. A
fluoreszcens és elektronmikroszkopos képek kozotti megfelelés pontossaga + 0,5 um volt x-y
iranyban. Tekintettel arra, hogy ez a pontossag egy 2 um x 2 um latoterti képre vonatkozott, a
keresett részletnek az elektronmikroszkdpos képben valod Gjra megtalalasahoz elegendo volt.

crer

ki, ahol a TEM kép részletei a Golgi-késziilék trans- €s cis- oldalat is mutatjak.
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A bemutatott integralt elrendezés eldnye a mérés rovid ideje volt. Minddssze 20 percbe
kivalasztasara. Kiilonallo fény- €s elektronmikroszkop esetén ennek a feladatnak az elvégzése
néhany oraba tellett (DRIEL 2008), mig fluoreszcens mikroszkop nélkiil néhany napig
(VALENTIJN 2007).

VI.2. CLEM AT-tomografiaval, (AT-CLEM)

A Micheva altal 2007-ben kifejlesztett Array Tomography-t AT-tomografianak fogjuk nevezni
(11.2.1 fejezet). Az AT-tomografia jellegzetes vonasa, hogy a beagyazott ultravékony metszetek
ismételt festésnek és leképezésnek vethetok ala. Az AT-tomografia hasznalhat6 kiilon a fény-

A beagyazott ultravékony (70-200 nm) metszetek AT-tomografiajanak két elényos
tulajdonsaga van, amely a CLEM-ben is érvényesiil. Az egyik az, hogy a fénymikroszkopos
mélységi felbontas jelentdsen javul a diffrakcid altal korlatozott mélységi felbontdshoz képest
a mintdk vékonysaga miatt. A masik eldny a immunfluoreszcens mikroszkopidban jelentkezik
a konvencionalis megoldashoz képest: a festd antitesteknek a vizsgalandd mintdba valo
korlatozott behatolasa nem mertil fel az ultravékony metszetek miatt.

A konfokalis mikroszkopnak, miként a tobbi diffrakcio altal hatarolt fénymikroszkdpnak
a lateralis felbontasa 200-250 nm, a mélységi felbontasa ~700 nm (PAWLEY 1995).

Az ultravékony metszetek a fénymikroszkopos mélységi felbontést azaltal javitjak, hogy
vékonysaguk korlatozza a pontkiterjedési fiiggvény (PSF, Point Spread Function) z-iranya
(mélységi) kiterjedését (V1.3. abra). Az ultravékony metszeteken elérheté mélységi felbontas

feliilmulja a két-fotonos mikroszkopokkal elérheté mélységi felbontast is.

a/ fél-vastag metszet b/ ultravékony (50-200 nm)
metszet

V1.3. abra. A konfokdlis mikroszkop pontkiterjedési fiiggvényének (PSF) képe (a/) félvastag metszeten
(~1-2 um). A z-irdnyui felbontds jelentisen javul az ultravékony metszeten a fél-vastaghoz képest, mert

a PSF-nek csak a metszet dltal korlatozott része jatszik szerepet. (b/) (MICHEVA 2007)
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VI.2.1. Agykéreg vizsgalata

Egér agykérgének immunfestésekor két primer antitest (szinapszin és tubulin) behatoldsi
mélységét ~6 um, illetve ~4 um-nek talaltak. Az ultravékony metszeteket egyidejlileg,
homogén modon festik (postembedding staining, azaz beagyazas utani festés), igy az
egyenetlen immunfestés probléméja nem all fenn.

Micheva hidrofil LRWhite-ba beagyazott egér neocortexébdl 40 darab 200 nm-es
ultravékony sorozat metszetet vizsgalt. Ezzel parhuzamosan vastag mintan 40 darab 200 nm-€s
optikai metszetet is készitett konfokalis mikroszképban oly méddon, hogy a mikroszkop
fokuszsikjat 200 nm-enként tolta a minta belsejébe. A 40 darab sorozat metszet képbdl, illetve
40 darab 200 nm-enként felvett konfokalis képbdl rekonstrualta a fluoreszcens jel mélységi
eloszlasat (VI1.4. abran xz képek). Az eredmény egyértelmilien bizonyitja, hogy a sorozat
metszés jobb mélységi felbontast ad, mint az optikai metszés. Az immunfluoreszcens festéskor
a primer antitest tubulin volt. A szekunder antitesthez festékként Alexa 488-t vagy FITC-t
hasznaltak. Mint a VL.4. abran latszik a vékony metszetbdl készitett kép az xy-sikban gyengébb
kontrasztot ad, mint a vastag mintan készitett konfokalis kép. Viszont az 5 ultravékony

metszetbol 0sszegzett kép (jobb oldalon) kontrasztja mar jobb, mint a konfokalis képé.

o . AT-tomografia
AT-tomografia Konfokalis 5 metszet

V1.4, abra. A sorozat metszés (AT-tomogrdfia) és az optikai metszées (konfokalis mikroszkop)

osszehasonlitasa mélységi felbontds szempontjabol (ldsd a szoveget) (MICHEVA 2007)

A hidrofil LRWhite bedgyaz6 anyaggal késziilt ultravékony metszetek szdmos kedvezd
tulajdonsagot mutattak: pl. az immunfluoreszcencia megmaradt bedgyazas utan, jollehet az
elektronmikroszkopidban szokéasos glutaraldehides fixalast alkalmaztak. Egy masik eldny volt,
hogy a nativ YFP (Yellow Fluorescent Protein, a GFP sarga véltozata) fényesen fluoreszkalt,

ha az etanolos viztelenitést nem 100%, hanem csak 95% etanolig folytattak.
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Most pedig térjink a CLEM vizsgdlatokra. Az tiveg hordozon 1évd ultravékony
metszeteket beagyazas elétt az elektronmikroszkdpidban szokdsos paraformaldehides és
glutaraldehides fixalasnak vetették ald, majd ozmiumtetroxidos fixalast €s kontrasztnovelést is
alkalmaztak. Az ozmiumtetroxidra azért van sziikség, hogy stabilizaljak a zsirokat a viztelenités
elétt. A szerzOk megjegyzik, hogy ez az eljards nem optimalis az antigenecitas megdrzése
szempontjabol, mert az ozmiumtetroxid a felhasznalhato antitestek szamat korlatozza.
Mindazonaltal négy  antitesttel  torténé  immunfestést kombinaltak  pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalattal. El0szor tubulin és GABA antitest festést alkalmaztak
immunfluoreszcens kép készitéshez. A leképezés utdn az emlitett antitesteket kimostak, majd
ujrafestették béta-aktinnal és SNAP-25-tel, amit ujabb fluoreszcens leképezés kovetett. Végiil
egy uranilacetatos és dlomcitratos utodfestés utan SEM-ben megkeresték ugyanazt a terepet €s
elektronmikroszkopos képet készitettek rola.

A publikalt négy kis nagyitasu fluoreszcens képekbdl csak a tubulin képét mutatjuk a
VI.5. A/ abran a kis nagyitdsu SEM képpel egyiitt. A fehér kerettel szegélyezett terep
fluoreszcens mikroszkopos és SEM képének egymadsra helyezése lathaté a B/ dbrdn immar
nagyobb nagyitasban. (A konfokalis mikroszkop fekete-fehér képet készit, a szint utdlag adjak
hozz4 a detektald csatorna hullamhossz-tartomanyanak megfeleléen). A B/ ébran fehérrel
bekeretezett terep lathato a C/ és D/ dbran még nagyobb nagyitasban az értelmezéssel egyiitt.
A fluoreszcens képek és a SEM egymasra illesztéséhez jellegzetes képrészleteket (pl.
sejtmagot) hasznaltak fel. A /D éabra szines képeinek a /C abran lathaté vézlattal valo
Osszevetése megmutatja, hogy melyik antitest melyik alkotorészt festi meg. Bar a végso
nagyitds nem érte el a transzmisszios elektronmikroszkopban alkalmazott nagyitasokat, a
CLEM képek igy is sok értékes informacidt nyujtottak mind a fénymikroszkdpos mind az

elektronmikroszkopos képekhez viszonyitva.
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A tubulin

D Tubulin + GABA [-aktin + SNAP-25

VI.5. abra. Egér agykérgebol AT-tomografiaval késziilt ultravékony (70 nm vastag) metszet.
Ugyanazon terepen felvett 4 immunfluoreszcens és SEM kép, valamint ezek korrelacioja. (lasd a
szoveget!) (MICHEVA 2007)

A/ tubulin antitest kis nagyitasu immunfluoreszcens képe és ugyanazon terep SEM képe. Bl Az A/
dbran fehéren bekeretezett terep nagyobb nagyitasban. C/ A B/ dbrdn bekeretezett terep SEM képe
nagyobb nagyitasban (S —preszinaptikus bouton). D/ Négy immunfluoreszcens kép (tubulin és GABA,
valamint béta-aktin és SNAP-25) korreldlasa a C/abran lathato SEM képpel
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Az AT-tomografidra vonatkoz6 protokollokat a kdvetkezd helyeken talaljuk meg: a ragcsalok
agyanak fixalasa és beagyazasa (MICHEVA 2010a), rendezett sorozat-metszetek készitése
(MICHEVA 2010b), immunfestés és antitest kioldas (MICHEVA 2010c), festett sorozat-
metszetek leképezése (MICHEVA 2010d), fél-automatizalt kép-illesztés (MICHEVA 2010e).
Micheva eljarasatol eltéré AT-tomografids protokollt talalunk énekesmadarak agyanak CLEM
vizsgalata kapcsan (OERTI 2011). Ebben epoxi gyantat hasznalnak bedgyazasra és az elsé
fluoreszcens festés utan alkalmaznak még egy immunfluoreszcens festést az els festés
fluoroforjai ellen, hogy a fluoreszcens jelet megerdsitsék.

Az LRWhite-nal is kedvezdébben 6rizte meg az ultraszerkezetet a Lowicryl HM20
beagyazoanyag, de a mintakat alacsony homérsékleten preparaltak (NANGUNERI 2012).
Hasonloképpen alacsony hémérsékleten tortént a mintaelokészités, amikor az AT-tomografiat

szuperfelbontasu fluoreszcencens mikroszkopidval kombinaltdak (MARKERT 2016).

VL.3. CLEM fénymikroszkoppal és ultramikrotommal felszerelt pasztazoé

elektronmikroszkoppal (SBF-SEM)

A SBF-SEM-et (Serial Block Face Imaging) mar érintettiik a térfogati elektronmikroszkdpia
cimsz6 alatt (111.3.4.), itt viszont a CLEM-ben t6rténd alkalmazasarol lesz sz6. A SBF-SEM
lényege, hogy az ultramikrotom a pasztazo elektron mikroszkopba van beépitve; a minta
metszése €s a keletkezett metszési feliilet leképezése automatikusan, ciklikusan ismétlodik.
Végiil a 2D képekbdl 3D objektumot rekonstrudlnak. A lemetszett mintadarab nem kertil
hasznositasra, ebben kiilonbozik az AT-tomografiatdl vagy a sorozat-metszéssel kombinalt
TEM vizsgalatoktol (ssTEM)). Az SBF-SEM lateralis felbontoképessége 1-2 nm, az axialis

(vagy mélységi) felbontas 25-30 nm, ez utobbit a metszési vastagsag korlatozza.

VL.3.1. Kromoszoma vizsgalatok

Booth ¢s munkatarsainak (SBF-SEM-mel és SEM-en kiviili fénymikroszkoppal végrehajtott)
kromoszéma vizsgalataival mutatjuk be az altaluk 3D-CLEM-nek nevezett mdodszer menetét.
(BOOTH 2016)
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V1.6. abra. Fénymikroszkoppal és SBF-SEM-mel megvalositott 3D-CLEM munkamenete. (részleteket
lasd a szévegben) (BOOTH 2016)

A VI1.6. abran A-val jelolt szakasz tartalmazza a vizsgalandod sejtek tenyésztését a racscsal €s
szimbolumokkal jelolt MatTek csészében, fluoreszcens fehérjékkel torténd transzfekciojat,
glutaraldehides fixalast, majd sejtfestést (pl. DNS festést DAPI-val) vagy antitestekkel valo
jelolést.

A VI.6. abran B-vel jelolt részben mind fluoreszcens, mind pedig faziskontraszt
mikroszkdpos vizsgalat torténik. Ez utdbbi a vizsgalando részletek koordinatainak rogzitésére

szolgal.
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A V1.6. abran C-vel jeldlt elektronmikroszkdpos prepardlas magéaba foglalja kontraszt-
novelést (ozmiumtetroxiddal, uranilacetattal és csersavval), viztelenitést és gyantaba vald
beagyazast, a gyanta megszilarditasat. Az alkalmazott vegyszerek koncentraciéja nem azonos
a konvencionalis EM-preparalasban alkalmazottal, ezeket a CLEM-hez kellett igazitani. A
VI.6. abran lathat6 folyamatok protokolljat megtalaljuk az idézett kézleményben (BOOTH
2016).

A VI1.6. dbran D-vel jelolt rész els6 képén lathatjuk, hogy a megszilardult gyanta magéval
hozta a MatTek csésze jelolését. Ez segiti a vizsgalando teriilet Ujra megtalaladsat az
elektronmikroszkopban. A gyanta-blokkbol csonka gulat faragnak, tiire erdsitik, majd felszinét
arany vagy platina parologtatassal elektromosan vezetévé teszik, hogy a SEM-ben az
elektrosztatikus felto1todést elkertiljék.

A VI.6. abran E-vel jelolt részben a leképezés a Gatan cég 3View tipust
elektronmikroszkopjaban tortént, alacsony vakuumban és alacsony gyorsitd (2,5 kV)
fesziiltségen. (A Gatan késobb az EDAX cégbe olvadt bele.) Ezek a paraméterek szintén arra
szolgélnak, hogy a minta elektrosztatikus toltodését elkeriiljék. A fény- ¢&s
elektronmikroszkopos képek koordinatait rogzitik, és ennek segitségével torténik a fény- és
elektronmikroszkopos képek egymasra illesztése (itt regisztracionak nevezik), és ezt koveti a
3D rekonstrukcid az ingyenes ImageJ program volume viewer-ével.

A VI.6. dbran F-fel jelolt részben Amira szoftverrel modellezik és szegmentaljak a minta
egyes alkotorészeit és meghatarozzak azok geometriai méreteit (lasd alabb). (Az Amira a FEI
szoftvere. A FEI most a Thermo Fisher Scientific leanyvéallalata.)

A fenti technikai részleteken tilmenden szeretnénk megmutatni az eljaras hasznossagat a
mitotikus kromoszoémak vizsgalata kapcsan.

A mitotikus kromoszomakat Walther Flemming irta le 1875-ben (FLEMMING 1875,
PAWELETZ 2001), és a sejtosztodas azota is sok vizsgalat targyat képezte. A CLEM-es
vizsgalat mégis tudott ijjat mondani, miként a kozlemény cime is mutatja: ,,A 3D-CLEM
feltarja, hogy a mitotikus kromoszoémak legnagyobb része nem kromatin” (BOOTH 2016).

A cikk grafikus Osszefoglalgja azt mutatja, hogy a profazisban még jelenlévd
sejtmagvacska tartalma a metafdzisban a kromoszomak periféridjara vandorol (VI.7.4bra). A
perifériaba keriil a Ki-67 fehérje, ami a sejtburjanzasban jatszik szerepet, a rék egyik gyakori

markere az immunhisztokémiaban.
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profazis metafazis

sejtmagvacska periféria
kompartment

VI.7. abra. A profazisban még jelenlévd sejtmagvacska tartalma a metafizisban mar a kromoszoma
periféridjan talalhato meg (BOOTH 2016)

A szerz6k mind a 46 kromoszémat megvizsgaltak profazisban €s metafazisban is retina pigment
epitélium sejteket felhasznalva. Mi itt csak a profazisu képeket mutatjuk (V1.8. dbra). A DAPI
festék a DNS-t megfesti (V1.8. abran piros szin), de a sejtmagvacskakat nem (z6ld). Az A/ abran
a kromoszomakat lathatjuk fény- és elektronmikroszkdpos képen, valamint a kettdt egymasra
helyezve. A sarga nyil egy egyértelmiien regisztralt kromoszomara mutat. A képek bal also
sarkaban a nagyobb nagyitastu képek lathatok.

A masodik sorban (B/ abra) az Amira programmal modellezett sejtmagvacska és
kromoszémak lathatok. A szegmentdlas (C/ &bra) utdn meghatarozhatok az egyes

kromoszémak geometriai paraméterei.
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VI1.8. abra. Profaziu kromoszoma CLEM képei, feldolgozdsuk modellezéssel és szegmentalassal. A z6ld
fedelii kocka jelzi, hogy az ortogonalis metszetekbol melyik szerepel a modellben. A 46
kromoszomadbol 43-t sikeriilt szeparalni (BOOTH 2016)

A 4. kromoszoma modellje kapcsan mutatjuk meg, hogyan a kromoszémak mely szerkezeti

paramétereit hataroztak meg 3D-CLEM-mel (V1.9. abra).

g i felulet térfogat keresztmetszet
szélesség | terulete tertlete

VI1.9. abra. A 3D-CLEM-mel meghatarozott 4. kromoszoma szerkezeti paraméterei (BOOTH 2016)
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A CLEM vizsgalatok megallapitottak, hogy a profazisu kromoszomak térfogata 38%-kal
kisebb, mint a metafazisban 1évok, amiért valosziniileg a profazisbol még hianyzé periféria

térfogata felelds. A szamitasok szerint a periféria egy 70 nm vastag Ki-67 réteget tartalmaz.

VI.4. CLEM fénymikroszkop és FIB-SEM-kombinaciéjaval

VI1.4.1. Konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkop és FIB-SEM

A szobahOmérsékleti CLEM-ben gyakran alkalmaznak FIB-SEM-t. A fokuszalt gallium
ionsugarral valdé mintavékonyitdsok (ion milling) és az azt ciklikusan kovetd pasztazo
elektronmikroszkopos felvétel-készitések a harmadik dimenzié megragadédsat jelenti az
elektronmikroszkopidban. A fénymikroszkopiaban is sziikséges a harmadik dimenzid, ezt a
konfokalis 1ézermikroszkoppal vagy a két-fotonos pasztazd 1ézer mikroszkoppal (2PLSM)
valdsitjak meg. A szobahdmérsékletli FIB-SEM jellemzdje, hogy a mintat be kell agyazni.

Alternativ megoldas a minta fagyasztasa és a krio-FIB-SEM-ben torténd vékonyitas.

A FIB-SEM 16l és az SBF-SEM-mel valé Osszehasonlitasarol mar irtunk a I11.3.7.
fejezetben, azt itt nem ismételjik meg. Attol, hogy bizonyos vizsgalatokra CLEM-et
alkalmaznak, nem zarja ki, hogy az eldzetes vizsgalatokban nem-korrelativ fény- és nem-
korrelativ elektronmikroszkopos vizsgélatokat is végezzenek. Ilyenkor deritik fel, hogy melyek
azok az ismeretek, amelyek a korrelativ vizsgalatok nélkiil nem, vagy csak nehezen szerezhet6k

meg.

V1.4.1.1. Véredény vizsgalat

A FIB-SEM alkalmazasat a CLEM-ben a zebrahal-embrio6 vizsgalata kapcsan mutatjuk be.

A véredények kifejodése és 0sszekapcsolodasa zebrahal embridban tranziens folyamat és bar
in vivo vide6-mikroszkopiaval, iddugrasos technikaval nyomon kovethetd, de a felbontas nem
elég nagy. (ARMER 2009). Az ultrastrukturdlis részletek rejtve maradnak. Minthogy a
véredények nem egy sikban futnak, a feltérképezésiikh6z a haromdimenzids vizsgélatok
szlikségesek mind a fény- mind pedig az elektronmikroszkdpos esetben. A zebrahal embrid

vazlatos felépitését a VI.10. dbran mutatjuk.
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(a szaggatott vonal
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VI1.10. abra. 48 oras zebrahal-embrio sematikus abrdzolasa A/hosszmetszet, B/ keresztmetszet.
A szegmensek kozotti véredények sarjaddsa, névekedése és mozgasa vezet a hatoldali véredények

létrejittéhez (ARMER 2009)
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A/ konfokalis kép + faziskontraszt kép

: l

B/ Az A/ abran pirossal bekeretezett rész kinagyitva

C/ Két véredény (narancssarga és citromsarga) 6sszendvése
FIB-SEM kép

D/ A C/ abran pirossal bekeretezett rész kinagyitva

VI.11. ébra. 28 oras transzgenikus zebrahal embrié anasztomozisanak CLEM vizsgdlata. A Cl és DI
abra FIB-SEM vizsgalatok alapjan késziilt Amira szoftverrel. A fehér nyil a véredények osszenévési

pontjat jelzi (lasd a széveget)

vizsgalatai alapjan mutatjuk be (ARMER 2009). A véredények képzddésekor az endotelialis
sejtek hosszu filopodiumokat ndvesztenek, majd a szomszédos sejtekbdl kindvo filopodiumok
Osszendnek. A folyamatot anasztomozisnak nevezik. Ebben a folyamatban iireges véredények

képzddnek, amelyek a vérdramlast lehetdvé teszik.
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Az endotelidlis sejtekbdl kinovo filopodiumok Osszendvése a VI.11.A/ dbra pirossal
bekeretezett részében lathatd. A konfokalis fluoreszcens (z6ld) és faziskontraszt (sziirke) képet
egymasra helyezve latjuk. A véredények megfestése géntechnikai uton tortént EGFP-vel
(Enhanced Green Fluorescent Protein), amelynek gerjesztéséhez argon lézert hasznaltak
(A=488 nm). A képregisztralashoz (fény- és elektronmikroszkopos egymasra illesztéséhez) a
fluoreszcens felvételeken kiviil sziikség van egy faziskontraszt vagy DIC (Differencial
Interference Contrast) képre is.

Osszendtt hatoldali véredények

pikkely

pikkely

L, lumen
NT, neuralis csé

lumen

VI1.12. abra. 72 oras transzgenikus, zold fluoreszcens fehérjével festett (EGFP, Enhanced Green
Fluorescent Protein) zebrahal-embrio ultraszerkezete FIB-SEM felvételek alapjan. A konfokdlis
Sfluoreszcens felvétel szerint (A/ abra) a hatoldali véredények teljesen kifejlodtek. A B/ abra az A/abran
szaggatott vonallal jelzett helyre vonatkozik. A C/ és D/abrak az eléz6 dbrdkon pirossal bekeretezett
teriileteken késziiltek. A D/ abran nyilakkal jel6lt sotét vonalak sejtek kozotti dsszekapcesolodasok

lehetnek. A véraramlas az L-lel jelolt lumenekben megy végbe (ARMER 2009)

Az A/ abran 6sszendvo két véredény kinagyitott képe lathato a B/ dbran. A kivalasztott terepet,

a ROI-t (Region of Interest) FIB-SEM-ben vizsgalva jutottak a C/ abran mutatott képhez.
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A narancssaragaval és citromsargaval jelzett két véredényt FIB-SEM felvételek alapjan
rekonstrualtdk Amira szoftverrel. A C/dbran pirossal bekeretezett ROI lathaté a D abran. A
ferde vonallal jelolt tavolsag-markerek csak az adott irdnyra vonatkoznak, a gorbiild sikok
megjelenitését szolgald szoftver miatt.

Az idézett kozlemény komplex vizsgalataiban a FIB-SEM-en kiviil id6-ugrasos (time
lapse) videokat vettek fel, SBF-SEM-et és TEM-et is alkalmaztak. Mi itt csak a FIB-SEM-re
vonatkozo6an emlitiink néhany adatot: egy-egy leképezés kozott 400 x 5 pm méretli terepen 72
nm vastag rétegeket tavolitottak el Ga ionsugarral 7 nA-es ionarammal. A SEM képeket
visszaszort elektron tizemmodban vették fel 5 kV-os gyorsitofesziiltség és 1,3 nA elektronaram
mellett. 1778 felvétel késziilt ~87 ora alatt. Egyéb részleteket a kozleményben talaljuk
(ARMER 2009). A FIB-SEM minta-cl6készitésre, miiszerezettségre és egyéb technikai
részleteire Baena kozleményét ajanljuk (BAENA 2021)

V1.4.2. CLEM kétfotonos fénymikroszkoppal és FIB-SEM-mel
A CLEM vizsgalat két osszetevojét a kétfotonos mikroszkopiat (2PLSM, Two-Photon Laser
Scanning Microscopy) és a FIB-SEM-et mar a II. illetve a III. fejezetben réviden bemutattuk.

Ko6z06s vonasuk, hogy képesek a harmadik dimenzidt is megragadni.

VI1.4.2.1. Agykéreg vizsgalat

Egér agykérgének vizsgalata kapcsan (MACO 2013) azt kivanjuk bemutatni, hogyan lehet a
két modszert 6sszekapcesolni gy, hogy a fénymikroszkopos vizsgélathoz kivalasztott teriiletet
(ROI, Region of Interest) az elektronmikroszkdpban Gjra meg lehessen talalni. A folyamatot
néhany képpel a VI.13. dbran roviden magyarazzuk, de ezekhez a magyarazatokhoz tovabbi
kiegészitéseket fiizlink a szovegben.

A felnétt egér agyszovetének kétfotonos fluoreszcens vizsgalatahoz az allatot géntechnikai titon
festették meg fluoreszcens fehérjével: a serkenté agykérgi neuronokat zo6ld fluoreszcens
fehérjével (GFP) vagy a gatlo neuronokat tdTomato-val. A koponyan vagott ablakon keresztiil
késziilt a VI.13.A/ abra. Ezutan az agyszovetet perfuzios uton fixaltak aldehidekkel a
konvencionalistél eltér6 moddon, 1ugy, hogy az ultraszerkezetet megorizzek az
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz. A szdvet felszeletelése utan kdvetkezett a két-fotonos
fénymikroszkopos vizsgalat. Az A/ abran lathato piros erek itt sotét arnyékként jelentkeztek (a
B/ abran szaggatott vonallal jelolve) €s mint ilyenek természetes tdjékozodasi markerként
felhasznalhatok. A vizsgalandoé terep fehér négyzetekkel van jelolve az A/ és B/ abran, illetve
kinagyitva is lathato a B/abra bal als6 sarkdban. Ugyanez a kinagyitott terep lathato a C/ abran

is, de mar két Iézerrel beégetett vonallal egyiitt (sarga nyilak mutatnak rd). A 1ézeres beégetéssel

122



torténd jelolést az V.1.3. pontban targyaltuk. A beégetés infravords 1ézerrel torténik, innen az
elnevezés NIRB (Near Infrared Branding), célja, hogy a fénymikroszkoppal vizsgalt terepet
konnyen megtalaljuk az elektronmikroszkdépban. A beégetés mélysége megegyezett a
vizsgalandd neuritok sikjaval. A DAB segitségével tortén6 kontrasztositasra (IV.3. fejezet) itt
nem volt sziikség, mert a beégetett csikok autofluoreszcensek, vilagitottak a kétfotonos
mikroszkdpban. Az elektronmikroszkopidhoz sziikséges nehéz fémes festés és beagyazas utan
az agyszovetbOl a fluoreszcencia eltlint, igy a gyanta feliiletére is égettek be vonalakat a
halovany NIRB vonalakhoz kozel, amelyek transzmisszios fénymikroszkopban (VI1.13. D/
abra) és a FIB-SEM-ben is jol lathatok voltak. Ezt kovetéen a minta blokk trimmelése és
ionsugaras vékonyitasa ugy tortént, hogy a fénymikroszkopban vizsgalt tartomanyt meg lehetett
talalni az elektronmikroszkopban is. (E/ és F/ dbra) A vizsgalatok protokollja megtalalhat6 itt
(MACO 2014).
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A/ fénymikroszkopos kép B/ Kétfotonos fluoreszcens

él6 egér agykérgérol. Az kép. Az erek szaggatott vonal-
erek termeészetes tampont-  |al jel6lve. A kis négyzet altal
ként szolgalnak a neurold-  jel6lt terilet a bal alsé sarokban
g|a| ViZSgélatokhOZ. van kinagyitva_

C/ Kétfotonos fluoreszcens D/ Gyantaba agyazott metszet
kép. A lézer jelolés (NIRB) transzmissziés fénymikroszképos

(sarga nyilak jelzik) az képe. A NIRB-re fehér nyilak
autofluoreszcencia mutatnak. Lézer maratast fekete
miatt lathatd. nyilak jelzik.

10 um

E/ FIB-SEM kep. A lézer F/ FIB-SEM kép. A fehér nyilak
mffﬁtaSt itt is fekete nyilak 3 |ézer jelslésre (NIRB) mutatnak.
jelzik.

VI1.13. abra. Egeér agykérgének in vivo kétfotonos leképezése, lézer jelolés beégetéssel (NIRB) és
szovetprepardlas FIB-SEM-hez (lasd a széveget) (MACO 2013)

A NIRB jelolésnek koszonhetéen a FIB-SEM-ben kdnnyebben megtaldlhatok a kétfotonos
mikroszkdppal leképezett neuronok. Példaként mutatunk egy szinaptikus gombot (bouton) a
VI.14. ébran.
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VI1.14. dbra. Egeér agykérgébdl szarmazo axonvégzodes, (szinaptikus gomb, (bouton)) és
kapcsolatainak képe. A/ abra kézzel szegmentalt FIB-SEM, bal also sarkaban egy in vivo kétfotonos
képpel. A B/ abra a rekonstrualt bouton a kérnyezo sejtszervecskékkel: axon bouton (sdarga),
mitochondrium (zéld), szinapszis (piros), szinaptikus vezikulum (aranysdarga), endoplazmatikus
retikulum (kék), dendrittiiske (rozsaszin), dendrites endoplazmatikus retikulum (narancssarga)

(MACO 2013)

A kézzel val6 szegmentalas (VI.14. dbra) iddigényes, ezért tobbnyire az interaktiv, gépi uton
tanulo ilastik programot (interactive learning and segmentation toolkit vagy mas néven
interactive machine learning for (bio) image analysis) hasznaltak szegmentalasra.

Az ilastik egy ingyenes, egyszerli, felhaszndlo-barat programcsomag interaktiv

képosztalyozasra, szegmentalasra és analizisre (www.ilastic.org). Mind fénymikroszkopos,

mind pedig elektronmikroszkopos képek feldolgozasara alkalmas, 2D-ben és 3D-ben is. Nem
igényel jartassagot sem a képfeldolgozasban, sem pedig a gépi tanulasban. A gépi tanulds abban
all, hogy a felhasznald kézzel bejeldl a képen egy objektumot és a hatteret, ebbdl a program
megtanulja, hogy mit kell keresnie. Az interaktiv tanulas (tréning) azt jelenti, hogy ha nem
vagyunk elégedettek az eredménnyel, akkor jabb objektumot és Gjabb hatteret jeloliink be és
a program finomitja az addigi eredményeit. Néhany objektum bejeldlése utan a szoftver jol
azonositja a keresett objektumot nagyszamu képen.

Az idézett kozleményben (MACO 2013) a GFP-vel festett 1275 darab FIB-SEM képet és
a 1505 darab tdTomatoval festett FIB-SEM képet illesztették &ssze a Fiji programban a
(StackReg nevii) regisztracios plug-in-nel egyetlen stack file-ba (képhalom fajl).

A Fiji szintén ingyenes, nyilt forraskodu, képfeldolgozasra szolgald programcsomag,
amely az Imagel2-n alapul ¢és sok plug-in-t (kiegészit0 programot) tartalmaz

(https://imagej.net/software/fiji/). Az Image]2 a képfeldolgozason kiviil kolokalizaciora,
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dekonvoluciora, regisztraciora, szegmentdciora, nyomkovetésre, vizualizacidra €s sok mas
egyébre is hasznalhato.
A szegmentalast és 3D rekonstrukcidt az ilastik programmal végezték. Végiil a szintén ingyenes

Blender szoftvert hasznaltak a 3D modellezés képi megjelenitésére (https://www.blender.org).

A kétfotonos mikroszkép és FIB-SEM kombinéciojaval megvaldsitott CLEM javitott
formajat taldljuk Luckner kozleményében (LUCKNER 2018), amely a fentebb targyalt
vizsgalathoz (MACO 2013) hasonloan, szintén egéragy vizsgalatara vonatkozik. A kiilonbség
az, hogy a NIRB jeloléshez sziikséges koltséges femtoszekundumos Ti: zafir 1ézer helyett tobb
bels6é tampontot és egy uj, un. vékony bedgyazast hasznal. A CLEM vizsgalat menetét a VI.15.

abra mutatja.

in vivo kétfotonos
mikroszkopia

vibratom metszetek

°
N jellegzetes
tampontok
- keresése
INY : AR mintaelokészités
2 \:“ /7 FIB-SEM-hez
porlasztas és 1, tampontok
B » B K relokalizalasa \ -\
oS X7 FIB-SEM-ben \[
P s
a - . \‘
képkészités

FIB-SEM-ben

VI1.15. abra. Egéragy korrelativ fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatanak menete az oramutato

Jjarasanak megfeleld iranyban (LUCKNER 2018)

Az in vivo kétfotonos vizsgalatokban kivalasztjak a FIB-SEM-ben tanulmanyozando6 dendritet.
A minta vibratomos szeletelését kovetden tobbféle ex vivo konfokalis vizsgalatot végeznek,
amelyben jellegzetes belsé tampontokat keresnek a FIB-SEM képpel valo korrelacidhoz.
A ,,vékony beagyazas” célja az, hogy
— ne kelljen kiils6 tadmpont markereket haszndlni, amelyek az ultraszerkezetet

karosithatjak, vagy maszkolhatjak,
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— a beagyaz6 anyag olyan vékony legyen, hogy a fénymikroszképos felvételeket
kozvetleniil illeszteni lehessen a kis nagyitast, de mar bedgyazott mintan késziilt SEM

felvételekkel,

— az ionvékonyitas folyamatat meggyorsitsa.
A ,,vékony beagyazas” egyszerlsitett vazlata a VI.16. dbran lathato.

folyékony
epoxi gyanta

tveghenger trimmelés

' —>
targylemez = * —>| o™

mintaval ’ ,

P . —

VI.16. abra. A ,,vékony bedgyazas” egyszertisitett sémdja (LUCKNER 2018) (1asd a széveget)

A ,,vékony beagyazas” kezdetén (VI.16. dbra) a vibratommal készitett agyi metszetet (~50 um
vastag) targylemezre helyezik, tavtartoval elvalasztva feddlemezzel lefedik. A minta foszfattal
pufferelt sdoldatban (PBS) van. Fénymikroszkdpos vizsgalat utdn a fedélemezt eltavolitjak és
nehézfém (ozmium és platina) vegyiiletekkel fixaljak és dehidraljak. Ezt koveti a folyékony
epoxi gyantaval valo atitatas. A feleslegben 1évd gyanta eltavolitdsa majd polimerizacid utan a
targylemezt méretre vagjak (trimmelés). A targylemezt kolloidalis eziisttel kotik a SEM
mintatartohoz majd szénnel beparologtatjak (15-20 nm), hogy a minta elektromos feltoltédeését
a SEM-ben elkeriiljék.

A fény és elektronmikroszkopos képek illesztésénél nemcsak a véredények és nukleuszok
helyzetét vették figyelembe a vizsgaland6 dendrit helymeghatarozasa szempontjabdl, hanem a
hozza sokkal kisebb tavolsagra 1év0 axonok haldzatat is, ezzel biztositva a mikrométer koriili

korrelacids pontossagot a SEM-mel.
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VI.17. abra. Zéld fluoreszcens fehérjével (EGPF) festett dendritek, DRAQS5-tel festett nukleuszok
(magenta) konfokdlis fluoreszcens képe SEM felvételre helyezve. A fehérrel bekeretezett dendrit keriilt
nagyfelbontasu vizsgalatra. (LUCKNER 2018)

A dendrittiiskék élettartama és asztrocita-fedettségiik kozotti Osszefiiggések ismertetése
talhaladja a konyv célkitlizéseit, de azt megmutatjuk, hogy az ultrastrukturalis vizsgalatok
eredményeként a sok képbdl all6 FIB-SEM képhalombdl (image stack) milyen 3D képet

rekonstrualtak egy haromrészes szinapszist illetéen.

— A, asztrocita

< — osztszinaptikus
Sp, tuske — » F8b, p P

slirliség

D, dendrit ~— SV, szinaptikus

vezikulum

M, mitokondrium ——

V1.18. dbra. Haromrészes szinapszis rekonstrualt képe FIB/SEM képek alapjan. A jobb also sarokban
egyetlen SEM felvétel abbol a képhalombol (image stack), amelybdl a rekonstrukcio késziilt.
(A dendrittiiske zold, a preszinapszis sdarga, és az asztrocita lila.) (LUCKNER 2018)

A vékony beagyazasrdl és az ultravékony bedgyazasrol tobbet megtudhatunk Lucknernek a
mitozissal kapcsolatos CLEM vizsgalataibol (LUCKNER 2018B).
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VL.5. Szuperfelbontasi CLEM (SR-CLEM): STED és SEM korrelacidja

A szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkdpia mind két valfajat (a molekula csoportok és az
egyedi molekulak leképezése, lasd a II.5. fejezetet) alkalmazta Watanabe és csoportja a
korrelalt STED és SEM, illetve a PALM és SEM vizsgalatokra (WATANABE 2011). Mi itt
csak a STED+SEM vizsgalatokra tériink ki, a PALM-nak az SR-CLEM-ben val6 alkalmazasat
a kovetkezd paragrafusban targyaljuk.

A szuperfelbontasu fénymikroszkopia és az elektronmikroszkdpia kozott a felbontasi
szakadék kisebb, mint a konvencionalis fénymikroszkopia €s az elektronmikroszkopia kozott.
A fénymikroszkopianak a ~200 nm-es felbontasa szuperfelbontdsu modszerek alkalmazésaval
10-20 nm-re javithatd. A szuperfelbontasi mikroszkopia a fehérjéknek a sejten beliili

lokalizaciojat szolgalja nagyobb pontossaggal, mint a nem-szuperfelbontasti megfeleldje.

VL. 5.1. Hisztonok vizsgalata

hiszton-citrin

konfokalis

VI.19. abra. Hisztonok vizsgalata Caernohabditis elegans-ban fiizios citrin segitségével 120 nm vastag
mintan: a/ konfokalis mikroszkoppal, b/ szuperfelbontasu STED-del, ¢/ pasztdzo
elektronmikroszkoppal. A d/ abra a korrelalt SEM+STED képet mutatjia (WATANABE 2011)

A V1.19. abran bemutatott felvételekhez citrinnel jeldlt, fixalt és bedgyazott mintat hasznaltak
120 nm vastagsagi metszeten. A felvételeken jol lathat6, hogy a H2B hiszton a sejtmagban
foglal helyet, a nukleoluszon kiviil, de a felbontas (60—80 nm) nem elég j6 ahhoz, hogy még
pontosabb informaciokhoz jussunk a hisztonok elhelyezkedését illetden.

Az SR-CLEM eldrelépést jelent az immun-elektronmikroszkopidhoz képest, mert
antitestekkel kapcsolatos nehézségek az SR-CLEM-ben nem jelentkeznek és a beagyazott
metszetben viszonylag mélyen fekvo fluoreszcens fehérjék is jol lokalizalhatok.

A kozlemény négyféle hidrofil akril bedgyaz6 anyagot jellemez (Lowicryl K4M, LR
Gold, LR White és GMA (glikol-metakrilat)) a CLEM szempontjabol A mindegyik vizsgalt
akril gyantahoz adtak 2-5% vizet. A VI.19. abran lathaté minta GMA-ban lett beagyazva.
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Vizsgaltdk a fixalé anyagok szerepét is. Nem az elektronmikroszkopidban szokéasos
glutaraldehidot és az 1%-0s ozmium-tetroxidot hasznaltak, mert mindkettérél ismert, hogy
erosen csOkkenti a fluoreszcenciat. A fluoreszcencia és az ultraszerkezet megdrzése
szempontjabol optimalisnak bizonyult a 0,001%-0s ozmiumtetroxid és a 0,1%-os kalium-
permanganat elegye.

Végiil a SEM ¢és TEM szerepét elemzik az SR-CLEM-en beliil és arra a kovetkeztetésre
jutnak, hogy bar a TEM ¢lesebb (jobb felbontasu) képet ad, a SEM alkalmazéasa mégis sok
elonyt kindl a TEM-hez képest. Indoklasként a mintdk rogzitésére szolgald iiveg feddlemez
hasznalatat és a mintdk vastagsagat adjak meg. Az iiveglemezen nagyon sok minta gylijthetd
Ossze ,szalag” formajaban AT-tomografias vizsgalatokhoz. A fluoreszcens vizsgalatok
szempontjabol fontos 70-120 nm mintavastagsag alkalmas SEM-re, de TEM-re kevésbé. A
viszonylag vastag minta (120 nm) azért kell, hogy elég intenziv fluoreszcens jelet adjon. Ennél
a vastagsagnal viszont a TEM-ben az ultraszerkezet elmosodik. Ezzel szemben a pésztazo
elektronmikroszkdpban alacsony gyorsitoé fesziiltség alkalmazéasaval el lehet érni, hogy a
mintanak csak a fels6 30 nm-es rétegbdl jojjenek elektronok. (GOLDSTEIN 2003). (A VI1.19.
abran lathaté SEM kép készitésekor 5 kV gyorsito fesziiltséget és visszaszort elektron detektort
alkalmaztak.) A ~70 nm vastagsag azért als6 korlat, mert akril beagyazo anyagbol nehéz ennél

vékonyabb metszetet késziteni.

VI.6. Szuperfelbontasu CLEM (SR-CLEM): PALM és TEM korrelacidja

A  PALM-ban (fotoaktivalt lokalizaciés mikroszkdpia) alkalmazott fotoaktivalhato
(photoactivatable) festék kezdeti allapotdban nem (vagy nagyon kevéssé) fluoreszcens.
A fotoaktivalas egy irreverzibilis kémiai folyamat: ultraibolya, ibolya vagy kék sugarzassal
aktivva tehetd a festék, ezutdn egy masik szinli fénnyel fluoreszcenciara gerjeszthetd (11.14.
abra).

Az alabb ismertetendd SR-CLEM f6 problémdja megegyezik az el6z6 paragrafusban
ismertetettel: a fluoreszcens intenzitas, az elektronmikroszkopos kontraszt és az ultraszerkezet
megbrzése kozott kell optimalis megoldast talalni. Fu-nak ¢és munkatarsainak (FU 2020)
sikeriilt olyan fotoaktivalhato fluoreszcens fehérjét kifejleszteniiik (mEosEM), amely nem
vesziti el fluoreszcenciajat az elektronmikroszkopidhoz kedvezd 1%-0s ozmium-tetroxidos

fixalas és hidrofob epoxi gyantaba (Epon) valo beagyazas utan!
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Roviden az Eos fluoreszcens fehérjérdl: zolden vilagitd fluoreszcencidja (A=516 nm)
vorosbe valt a4t (A=581 nm) ultraibolya sugarzas (A~390 nm) hatdsara. Az ,m” beti a
fluoreszcens fehérjék el6tt monomert jelent. Az eredetileg korallbol eldallitott Eos tetramer volt.

Az mEosEM az EM utdtagot onnan kaphatta, hogy az elektronmikroszk6pos minta-

elokészitést is elviseli.

VL.6.1. Mitochondriumok vizsgalata

& kis
nagyitasu

széles -
latoterd
FM

PALM

1 pm
V1.20. abra. Szuperfelbontisu CLEM Epon-ba bedgyazott minta 100 nm-es metszetén. A minta kinai
horesog petefészek sejtje, a mitokondriumot mEosEM-mel festettek meg géntechnikai uton. A vizszintes
nyilhegyek a kis nagyitasu képen és az also sor két képén arany nano-részecskékre mutatnak.

A konvencionalis széleslatoterii képen a részletek elmosodottak, de a szuperfelbontasu képen (PALM)

fényesebbek és élesebbek. (FU 2020)

A VI1.20. dbran bemutatott mintat fixaltak, teljesen viztelenitették és Eponba 4gyaztdk be.
Az mEosEM-mel megfestett mitokondriumokat mind fénnyel, mind elektronokkal jol lehetett
leképezni.

Az mEosEM az Eponba tortént bedgyazas utdn nem mutatja a z61dbdl a vordsre valtast,
mint el6tte, hanem a folyamatos 488 nm-es kék és a pulzalt 405 nm-es ibolya-kék fény hatasara
fotokapcsoloként viselkedik zold szinben (VI.21. abra). A kozlemény szerzdinek nincs

egyértelmii magyarazatuk a jelenségre.
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VI.21. dbra. Az Eponba dgyazott mEosEM fotokapcsolo tulajdonsaguva valik folytonos 488 nm-es kék
és pulzalo 415 nm-es ibolyakek fény hatasara. Az abran lathato periodicitas nem egyezik meg a

pulzdlo megvilagitas periodicitdsaval (FU 2020)

Az epoxi alapu gyantak (Epon, Durcupan) keményebbek, mint az el6z6 paragrafusban emlitett
akril alapti gyantdk, konnyebben vaghatok, kevesebb kompresszidos miiterméket
eredményeznek és a TEM alkalmazasban jobban megdrzik a kontrasztot (BYKOV 2016).

A képek regisztralasa arany nanorészecskék, mint timpont markerek segitségével tortént
(V1.20. abra) az ingyenes, nyilt forraskodu eC-CLEM (easy cell-correlative light and electron
microscopy) program (HEILIGENSTEIN 2017) felhasznélasaval.
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VII. CLEM: minta-elokészités alacsony hoémérsékleten, elektron-

mikroszkopia szobahomérsékleten

VII.1. Tokuyasu-kriometszés alkalmazasa CLEM-ben

Ebben a VII: fejezetben két olyan médszert targyalunk, amelyben a minta-elékészitése alacsony
hémérsékleten, de az elektronmikroszkopos vizsgalat szobahdmérsékleten torténik. Az egyik
modszer a Tokuyasu-kriometszést alkalmazza, a masik mddszerben a mintat nagy nyomason
fagyasztjdk ¢és a fagyasztasos helyettesités utdn emelik a minta hoémérsékletét
szobahOmérsékletre az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz. Azokat a vizsgalatokat,
amelyekben az elektronmikroszkdpos vizsgalat is alacsonyhOmérsékleten zajlik, a VIIL
fejezetben krio-CLEM cimszé alatt targyaljuk. Elészor bemutatjuk a gyakran hasznalt

elektronmikroszkopos preparacios technikat a Tokuyasu-kriometszést.

VII.1.1. Tokuyasu-kriometszés

Tokuyasu 1973-ban dolgozott ki egy olyan minta-elokészitési eljarast szovetekre és
szuszpenzidban 1évo sejtekre, amely az addig hasznalt gyantaba torténd beagyazasi modszerek
hatranyait hivatott kikiiszobolni (TOKUYASU 1973). tobbek kozott a gyantaba agyazas
1doigényességét és az antitesteknek a bedgyazott mintaba vald nehéz behatolasat. Az eljaras jo
kompromisszumot jelent az ultraszerkezet és az antigenecitas megdrzése kozott.

A Tokoyasu-kriometszést vazlatosan a VII.1. abran mutatjuk.

- aldehides fixalas
- cukor oldattal valo
atitatas

- fagyasztas (vitrifikalas)

- ultravékony metszés

- EM mikrostélyra helyezés

- Oblités

- immunfestés

- metilcellulézzal és
uranilacetattal valé
atitatas

- transzmissziés EM
szobah&mérsékleten

VII.1. abra. A Tokuyasu-kriometszés (immunfestéssel kiegészitve) (BOS 2014)

Az aldehides fixalashoz enyhe, 0,1-0,2%-o0s glutaraldehidet hasznalnak. Az erds fixalok,
melyek sok keresztkotést hoznak létre, csokkentik az antigenecitést. (A formaldehides fixalast
illetéen lasd Tokuyasu 1986-0s kozleményét (TOKUYASU 1986). A cukoroldat
védokozegként (cryprotectant) szerepel, a jégkristalyok képzodését akadalyozza meg a minta

fagyasztasakor. Tovabbi szerepe, hogy fagyasztaskor a minta keménységét, plaszticitasat ugy
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befolyasolja, ahogy a fagyasztas homérsékletének valtoztatdsaval egyediil nem lehetne elérni.
A cukoroldat alkalmazasanak 1ényege, hogy az oldat kis molekulasulyu és behatol a sejtekbe.
(TOKUYASU 1980). A mintanak a metszéshez sziikséges homogenitasat még zselatinba valo
beagyazassal szoktak novelni, az ugyanis a nagyobb liregeket kitolti, de a molekuldinak nagy
mérete miatt a sejtekbe nem tud behatolni. Metszés utan a mintabol kdnnyen kimoshato.

A fagyasztas cseppfolyds nitrogénbe meritéssel torténik, a vitrifikalads elnevezés az
tivegszeru (vitrdz), amorf jég képzodésére utal. A masik lehetséges fagyasztasi eljaras a nagy-
nyomasu fagyasztas (High Pressure Freezing, HPS) kombinalva fagyasztasos helyettesitéssel
(Freeze Substitution, FS), amit a kovetkezd pontban targyalunk. A meritéses fagyasztas vékony
mintak (<10 um), a HPS pedig vastag, de <200 pm-nél vékonyabb mintak fagyasztasara alkalmas.

A Tokuyasu-kriometszést kovetden a mintat szobahémérsékletiire felolvasztjak, ledblitik
¢és kovetkezhet az immunarany-festés €s a szobahdmeérsékleten torténd mikroszkopos vizsgalat,
tobbnyire TEM. A metilcelluloz oldattal torténd atitatas biztositja, hogy a sejtmembranok ne
zsugorodjanak szaritaskor, az uranilacetat pedig a TEM kontrasztositashoz sziikséges.

A Tokuyasu-metszés sokkal gyorsabb, mint a gyantaba valé beagyazas és a minta
hidratalt allapotban marad, tovabba megdrzi az antigenecitast. Ezért gyakran alkalmazzik
immun-elektronmikroszkopiaval kombinalva.

a szamértékek nincsenek kdbe vésve. (Téjékoztatd jellegli adatok: 2,3 molos cukoroldatot
hasznalnak, —100 °C-on metszenek, a metszetvastagsig 70 nm TEM mintak esetén).
A Tokuyasu-kriometszés fejlesztését nyomon kovethetjiik az idézett kozlemények alapjan
(TOKOYASU 1980, 1986), (SLOT 2007). Slot kdzleménye protokollt is tartalmaz a krio-

metszésrdl és az immunfestésrél (SLOT 2007).

VII.1.2. Asztrocitak vizsgalata
A népszerti Tokayasu-kriometszés CLEM-mel kombinalt alkalmazdsara hozzuk példaként
Fonta és munkatarsainak munkajat, akik modell rendszerként GFP-vel megfestett transzgenikus
egerek agyanak asztrocitait vizsgaltak. Az ultra vékony metszeteken ex vivo fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatokat, majd immunarany festést végiil elektronmikroszkopos
vizsgalatokat végeztek (FONTA 2015). A vizsgalatok célja olyan protokoll kidolgozasa volt,
amely segit a fluoreszcensen megjelolt objektumnak az elektronmikroszkopban valod ujra
megtaldlasdban, azonositasaban és nagyobb felbontasban vald tanulméanyozésara.

Azért a Tokayasu-kriometszést valasztottak minta-el6készitésre, mert alkalmas immun-

lokalizaciora és a GFP fluoreszcencidja megmarad a vizsgéalatok soran az elektron-
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mikroszkopozas elétti utolsod 1€pésig, a szaritasig, nem 1évén a folyamatokban dehidrélés és
gyantaba agyazds. A nedvesség jelenléte kiillonosen fontos a GFP fluoreszcenciajanak
megmaradasaban (TSIEN 1998, SLOT 2007, PEDDIE 2014).

A CLEM vizsgalataik kiilonlegessége volt, hogy tigy kellett a kisérleti berendezéseiket
atalakitani, hogy a minta-blokk elkészitése ¢és a metszetkészités alatt is lehessen
fénymikroszkopos felvételeket késziteni, azért, hogy a blokk vagy a metszet tartalmazzon
legalabb egy GFP-vel jelolt asztrocitat. A CLEM folyamatat a VIL.2. dbra mutatja.

Megmunkalas  Minta Leképezés

szeletelés
vibratommal

agy szeletek

kézi vagas l

leképezés fixaldban
2,5 x objektivvel

L a,gy kockak leképezés cukoroldatban
cseppfolyds nitrogénbe 20x objektivvel
merités |
agy kockak leképezés a krio-
krio-metszés I mllf(r_otor_nban
rio-viszonyok

feIoIvasztés+

agy metszet

leképezés PBS pufferben
40x olajimmerzios objektivvel
Immunfestés

szaritas és
kontrasztositas

agy metszet  |eképezés SEM-ben

STEM detektorral

VI1.2. dbra. Minta-eldkészités Tokuyasu-technikdval és leképezések. Munkamenet a

szobahdmérsékleten torténd korrelativ fény- és elekronmikroszképiahoz (FONTA 2015)

A vizsgalando mintat a cseppfolyds nitrogénbe vald bemeritését (plunge freezing) megel6zden
cukoroldatba helyezték (VIL.2. é&bra), kristalyos jég képzddésének meggatlasara. A krio-
metszést kovetden a mintat felolvasztottdk szobahdémérsékletiire. Mint latjuk az dbran, egy
elagazd 1épés az immun-arany festés, amelynek célja a GFP-nek az elektronmikroszkdpban
immunarany altal torténd azonositasa volt. Tobbféle antigén azonositasa lehetséges ugyanazon
mintdn, amennyiben kiillonb6zé méretli aranyszemcséket hasznalnak. A preparacid utolso
Iépéseként az ultravékony (70-100 nm) metszeteket metilcelluléoz és uranilacetat oldattal
kezelték. Az eldbbi meggatolja a sejtmembranok Osszezsugorodasat a szaritaskor, az utdbbi az
elektronmikroszkopos kontrasztositast szolgalja. Sajndlatos modon ez a 1épés kioltja a GFP

fluoreszcenciajat (KARREMAN 2009), ezért is sziikséges a fluoreszcens és elektronkép

crer
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A Tokuyasu-metszeteket szobahdmérsékleten TEM-ben szoktak vizsgalni, itt viszont
SEM-ben, transmisszios iizemmodban STEM detektorral tortént a felvételek készitése. Az ok,
hogy a felhasznalt MAPS szoftver (FEI cég terméke) csak SEM-eken hasznalhatd. A csempe-
elrendezésti képeket MAPS segitségével automatikusan vették fel és a ,,csempéket” MAPS-al
(vagy Photoshoppal) fiizték Gssze. Az igy kapott nagy latdterti képen beliil az érdekes teriilet

kikereshetd és tovabb nagyithato.

100 um 100 um

VII.3. abra. Egér agydnak metszete: A/ abra STEM kép. B/ abra STEM plusz fluoreszcens kép. A C/
dbra az A/ és B/ abran pirossal bekeretezett résznek felel meg. Nagy minta-teriilet (66 um x 57 um)
elekronmikroszkdpos leképezése Maps szoftver ,, csempekészitd” opciojaval. A kép 6x6 ,,csempébdl”
kesziilt, amelyet Photoshop-pal fiiztek egybe. Erre helyezték ra a fluoreszcens képet. A C abran négy *
lathato, amelybdl csak ketté mutatia a GPF fluoreszcencidjat (fehér nyilakkal jelolve a B/ és C/
dbran). A Cl dbran lathato, vizsgdlatra érdemes teriileten a nagyitast tovabb névelve az arany jeldlés

is lathatova valik (kép a bal belsé sarokban). Ez bizonyitja, hogy jol korreldl a GFP fluoreszcencia és

az immunarany jelélés a Tokuyasu-modszerrel késziilt ultravékony (70 nm) metszeten (FONTA 2015)

A VIL3. abrén lathatd eredmény nem kézenfekvd, mert eléfordul, hogy a fluoreszcens

nanorészecskék sugarzasat a kolloidalis nehézfém részecskék pl. arany, kioltjak (KANDELA
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2003) vagy a fluoreszcens nanorészecskék a CLEM-ben az arany részecskékkel nem

kolokalizalnak (MILES 2017).

VIIL.1.3. Endocitozis vizsgalata
A Tokuyasu-kriometszésnek a CLEM-ben val6 alkalmazasardl Fermie endocitdzis-vizsgalatat
mutatjuk be (FERMIE 2021).

A CLEM egyik legnehezebb feladata a fluoreszcens képen lathaté markernek az EM
képen lathatd megfeleld szerkezethez (objektumhoz) valé pontos hozzéarendelése
(regisztralasa).

A hangsuly a pontossdgon van, mert egyébként tobbféle lehetdség all a vizsgald
rendelkezésére a képek kozotti kapcsolatok megéllapitdsara. Ilyenek példaul a mintdk
jellegzetes morfologiai vonasai, véredény-elagazasok, sejtmagok, jarulékosan felvitt jelolések,
pl. 1ézerrel torténd beégetés, maga a mintat hordozé racs pozicioi stb., de ezek nem biztositanak
50-150 nm-es korrelalasi pontossagot.

Fermie és munkatarsai olyan nagypontossagli kétfunkcios (bimodalis) endocitotikus
markert alkalmaztak, amely kivaléan alkalmas 3D CLEM-re Tokuyasu-kriometszetek,
gyantaba agyazott és krio-EM metszetek esetén is. Mi itt csak a Tokuyasu-kriometszéssel
kapcsolatos eredményeire tériink ki, abbol is csak a 2D CLEM-re (FERMIE 2021). A
kétfunkciés markerek (IV.2. fejezet) mind a fénymikroszkopban, mind pedig az
elektronmikroszkopban jol 1athatok, igy hasznosak a CLEM-ben.

Minthogy a vizsgalatok a korai és kés61 endoszomakra és lizoszomakra vonatkoznak,
felidézziik az endoszoémakra vonatkozé ismereteket (VIL.4. abra).

!

vezlkula
lefiiz6d6 vezikula

Korai endoszéma /
llzoszoma
Reciklizalé endoszéma

Golgi aparatus KésGi endoszoma

VI1.4. dbra. Az endoszoma életének kiilonbozd szakaszai: elészor egy korai endoszéma alakul ki,
amely fogadja és kiildi a vezikuldkat. A korai endoszoma dtalakulhat reciklikdlo endoszomava, illetve
multivezikularis testként lizoszomaval egyesiilve endolizoszomava alakul

(WIKIPEDIA, ENDOSZOMA)
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Az endocitotikus nyomkovetok koziil régota haszndljadk a dextrant, albuminokat ¢és
nanorészecskéket, amelyekhez vagy fluorofort vagy kolloidalis aranyat konjugaltak (HANAKI
2003, GEOFFROY 1984, ZHANG 2013, CHITHRANI 2006, CONNOR 2005).

Az fBSA-Au kétfunkciés marker kolloidalis aranybdl all, amelyet fluoreszcens
szarvasmarha-szérium albuminnal stabil, monodiszperz anyaggéa alakitottak. Az fBSA-Au
jelolésben az ,,f” a fluoreszcenciara, a BSA a szarvasmarha-szérium albumin angol nevére
(Bovine Serum Albumin) utal. Az egyik valtozatban arany gombdcskék 5 nm-esek (ezt fBSA-
Au®-tel jelolték), a masik véltozatban 10 nm-esek (jelolése fBSA-Au®) és tampont markerként
(fiducial) szolgalnak a 2D és 3D CLEM-ben (VII.5. abra).

VIIL.5. abra. Kétfunkciés endocitotikus marker (fBSA-Au®) 5 nm-es arany szemcsével és fluoreszcens

szarvasmarha-szérum albuminnal (FERMIE 2021)

Az fBSA-AU® kis mérete miatt hatékonyan vesz részt az endocitdzisban, a fluoreszcens jel és
az arany kontrasztja az elektronmikroszkopban jol korreldl és kompatibilis mas immun-
elektronmikroszkopos modszerekkel is. Az arany azért nem oltja ki a fluoreszcens jelet, mert a
BSA elég nagy tavolsagot biztosit az arany szemcse ¢s a fluoreszcens Alexa555 festék kozott.

Az endocitozisban az EAA1 (Early Endosome Antigen 1) a korai endoszoméban, a
LAMP-1 a lizoszdméban taldlhatd6 meg, a CD63 pedig a késdi endoszomaban és a
lizoszomaban. Ezeket krio-metszet felolvasztdsa utdn immunfestéssel festették, amely 10 nm-
es kolloidalis konjugalt aranyat tartalmazott. A vizsgalat targyat képezé fBSA-Au-ben pedig
5 nm-es arany gombocskék voltak, igy az 5 nm-es €s 10 nm-es aranyszemcsék jol

megkiilonboztetheték a TEM-ben. Az eredményt a VIL.6. 4dbra segitségével magyarazzuk.
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VII.6. abra. CLEM kétfunkciés f{BSA-Au®) markerrel HelLa sejtek olyan kompartmentumaiban,
amelyek CD63-ra pozitivak (FERMIE 2021)
A/ Ultra vékony metszet (70 nm) fluoreszcens mikroszkopos felvétele, amely (Alexa488 és Au*-el)
immunfestett CD63 és fluoreszcens (Alexa55-6t tartalmazo) fBSA-AU° egyiittes képét mutatja.

B/ Az A/ dbra terepének megfeleld elektronmikroszkopos kép. C/ Az A/ és B/ abra egymdsra helyezése.
D/ A C/ abran I-el, 2-vel és 3-mal jelolt részei kinagyitva. (Az eredeti kozleményben a 4,5,6, jelii
terepek kinagyitott képei is szerepelnek.) LE késdi endoszoma (late endosome), LY lizoszoma
A fenyér nyilak a CD63 10 nm-es arany gémbdcskéire, a szdr nélkiili nyilhegyek az fBSA-Au® 5 nm-es

arany gombocskéire mutatnak (lasd a szoveget)

A VIL6. Alabrajaban az eredetileg fekete-fehér fluoreszcens felvételeket utdlag szinezték.
A C/ abra szerint nagyon jo a fluoreszcens ¢és elektronmikroszkopos felvételek megfelelése.
A D/ abrak képeinek jobb fels§ sarkdban lathatd szines képeken a zdld szin a CD63
fluorszcencidjat, a piros szin az fBSA-AU® fluoreszcencidjat jelzi. A D1 4bran csak
immunfluoreszcencia van, a piros szin hidnyzik ott késéi endoszomak vannak. A D3 4bran a
z0ld és piros szin intenzitdsa erds jelezvén, hogy ezen a terepen az immunfluoreszcencia és az
fBSA-Au fluoreszcenciaja intenziv. A nyilak és a szar nélkiili nyilhegyek arra utalnak, hogy itt
az 5 és 10 nm méretli Au gdmbdcskek is jelen vannak.

A tanulmanyban az fBSA-AU® tampontmarkerként szerepel, amely elésegiti a

crer

nyilt forraskodu Icy szoftver eC-CLEM (easy cell-correlative light to electron microscopy)
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plugin-jével tortént. Az eC-CLEM képes nemcsak merev koordinata rendszerek egymasba
transzformaléséara, de nem-merev transzformdciora is 2D és 3D-CLEM-ben egyarant (PAUL-

GILLOTEAUX 2017).

VIL.2. Nagynyomasu fagyasztas és fagyasztasos helyettesités alkalmazasa

CLEM-ben

VIL.2.1. Nagynyomasu fagyasztas

A nagynyomasu fagyasztast (High Pressure Freezing, HPF) 200210 MPa nyomason végzik,
ugy, hogy a mintat két oldalrol cseppfolyods nitrogén sugarral hiitik (kb. —180 °C-on). Nagy
nyomas alkalmazasakor azt a térfogat-ndvekedést gatoljak meg, ami a viznek jéggé valo
atalakulasakor fellép. A viz nagy nyomason —22 °C hémérsékletig megtarthatdé folyékony,
talhttott allapotban (VIL7. abra). (A tiszta jég olvadaspontja definiciéo szerint 0 °C, 1

atmoszféra nyomason. A nyomas egysége a pascal (Pa): 10° Pa =1 bar = 0,987 atmoszféra).

hémérséklet (°C)

0 200 400 60O 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
nyomas (bar)

VII.7. &bra. A viz fagydspontjanak csokkenése a kiilsé nyomas fiiggvényében

(www.engineeringtoolbox.com)

A minta fagyasztasat vitrifikdlasnak nevezziik, ha a viz a mintdban amorf, tivegszerli formaban
fagy megy. A vitrifikalasnak milliszekundum (!) nagysagrendt id6 alatt kell végbemenni
ahhoz, hogy a jég amorf forméaban johessen létre. A gyors hiitéssel a minta alkotorészeinek
mozgasat meggatoljuk, ezért ezt a fagyasztds kriofixdlasnak is nevezik. A kriofixalas
kulcsfontossagi tényezdje és egyben egyik nagy eldnye a konvencionalis kémiai fixalassal
szemben a minta lehiilésének nagy sebessége: a vizsgalando minta alkotorészeinek nincs idejiik
elmozdulni nativ helyzetiikbdl.

A gyors meritéses fagyasztds maximum 10 pm mintavastagsadgig alkalmazhato,
vastagabb mintdk esetében a nagy nyomasu fagyasztast kell igénybe venni. A nagy nyomasu

fagyasztast 200 pm-nél vastagabb mintdkra nem hasznaljak. A mikroszkopba keriild mintaknak
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300-500 nm-nél vékonyabbnak kell lennie, ezért a nagy nyomdsu fagyasztast az esetek
tobbségében krio-ultramikrotomos metszés koveti. A metszésnél modernebb eljaras a fokuszalt
ionnyalabbal torténd vékonyitas (FIB, Focused lon Beam, 111.3.5. fejezet).

A nagy nyomasu fagyasztas kifejlesztése Moor ¢és Riehle nevéhez flizodik, akik
100-200 um vastag mintakat tudtak fagyasztani kristalyos jég képzddése nélkiil (MOOR 1968).
Az altaluk kifejlesztett elsé nagynyomasu fagyasztd berendezés részletes leirasat megtalaljuk
Moor késoébbi cikkében (MOOR 1987). A nagynyomasu fagyasztdsra manapsag kereskedelmi

berendezések szolgalnak.

VIIL.2.2. Dehidralas fagyasztasos helyettesitéssel

A nagynyomasu fagyasztast az esetek tulnyomo tobbségében a minta viztelenitése koveti,
amikor is a mintdban 1évé amorf jeget szerves olddszerrel (alkohollal vagy acetonnal)
eltavolitjak, mikdzben a mintat lassan szobahdmeérsékletre hozzak (Freeze Substitution, FS). A
szerves oldoszerekhez glutdraldehid és ozmiumtetroxid is adhaté, hogy a kémiai
keresztkotéseket 1étrehozzak. A fagyasztasos helyettesités utan a mintat epoxi-gyantaba vagy
akril-alapti gyantaba agyazzak be (MCDONALD 2014). Kereskedelmi forgalomban kaphato
olyan berendezés, amely a fagyasztasos helyettesitést, majd az azt kovetden epoxi-gyantaval
valo atitatast (60 °C-on) vagy akril alapu gyantaval (—40 °C-on) automatikusan elvégzik. Az

utobbi esetben a gyanta megszilarditasa ultraibolya sugarzassal torténik.

VII.2.3. A CLEM munkamenete nagynyomasu fagyasztas és fagyasztasos
helyettesités alkalmazasakor
A nagynyomasu fagyasztast és fagyasztasos helyettesitést (HPF+FS) rendszerint alacsony
hémérsekleten akril-alapu gyantaba (pl. Lowicryl, LR White, HM20) val6 beagyazas koveti,
amikor is a gyantat ultraibolya sugarzas segitségével keményitik meg. Az
elektronmikroszkopos vizsgalat szobahdmérsékleten torténik. A problémat a fluoreszcens
sugarzasnak a bedgyazas utani megdrzése jelenti, mert az elektronmikroszkopos preparalasban
alkalmazott kontrasztnévelé nehézfémek (uranilacetat, ozmiumtetroxid) a szokdsos
koncentraciokban megsziintetik a fluoreszcencidt (PERKOVIC 2014). Ezért lehetdleg kis
koncentracioban alkalmazzak ezeket, ami viszont nem biztosit elég kontrasztot a membranok
(KUKULSKI 2012). E mellett sziiksége volt tampont markerek alkalmazasara is.

Alabb bemutatjuk azt a munkafolyamatot, amelyet Kukulski a HPF+FS segitségével
torténd CLEM-ben alkalmazott (V11.8. abra). A 1épések sorrendjét jol nyomon kovethetjiik és

lathatjuk a feladat id6 igényességét is.
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VILS. abra. Nagynyomasu fagyasztassal és fagyasztasos helyettesitéssel torténd minta-elokészités

CLEM-hez. Az dbra bal oldalan az egyes lépésekhez sziikséges idd van feltiintetve (KUKULSKI 2012)

A kovetkezd krio-CLEM fejezetben Osszevetjiik a HPF+FS-t a CEMOVIS-nak nevezett
modszerrel, (amelyben a minta elektronmikroszkopos vizsgélata is alacsony hdmérsékleten

torténik), amely lényegesen gyorsabb, mint a HPF+FS.

VIIL.2.4 Vaccinia virus vizsgalata
Peddie vaccinia virus vizsgalatat hozzuk példaként arra, amikor a CLEM-ben minta-

elokészitéskor nagynyomasu fagyasztast és fagyasztasos helyettesitést alkalmaznak (PEDDIE

144



2017). A kozlemény nemcsak a minta-elokészités szempontjabdl érdemel figyelmet, hanem
amiatt is, hogy sikertiilt a konvencionalis fluoreszcens fehérjék (GFP és YFP) fluoreszcenciajat
megtartani bedgyazott metszetben a vakuum koriilményei kozott. A gerjesztd 1ézersugar
intenzitdsanak novelésekor egy bizonyos érték felett mind a GFP, mind pedig az YFP
fluoreszcenciaja villodzasba ment at. A villodzas jelensége (blinking) alkalmas a
szuperfelbontast lokalizacids mikroszkopiara.

Munkdjuk kulcsfontossagu eleme az integralt fény- és elektronmikroszkop (ILSEM,
(Integrated Light and Scanning Electron Microscope), amit az V.18. abran bemutattuk
(PEDDIE 2014 Ultramicroscopy, BRAMA 2015). Itt tovabbfejlesztésre keriilt ugy, hogy
szuperfelbontasi  fluoreszcens  vizsgdlatokat is lehessen az integralt pasztazod

elektronmikroszkopban elvégezni (VIL.9. abra).

SEM, .,
\ objektiv
lencsg
s :
e : — akril gyantaba
3 i agyazott ultravékony
i minta
[T ]
exkepezes
200 Pa nyomas Cepen
a SEM-ben fény- \
mikroszkopos 7
kép készitésekor Ny
ISR ]
leképezés
[ SEM_ |
3 : 1L ngepezes Jf :
10 Pa nyomas r~‘v 7 visszaszort
a SEM-ben : L/ i — elektron
_— : detektor

elektronmikro-
szkopos kep
készitésekor

VII.9. abra. A széles-latoterii fluoreszcens, a szuperfelbontasu fluoreszcens és pdsztazo

elektronmikroszkopos munka-folyamat illusztraldsa (lasd a széveget) (PEDDIE 2017)

A VIL.9. dbra szerint az integralt fény- és elektronmikroszkopban elvégezték a fluoreszcencia
és szuperfelbontasu fluoreszcens leképezést 200 Pa nyomason, majd a vakuumot 107 Pa-ra
javitottak a SEM vizsgalathoz. Az akril gyantaba agyazott 200 nm-es metszetet indium-on-
oxiddal bevont fedélemezre helyezték, ami azutan egy SECOM tipusu mintatartoba keriilt. (Az
indium-o6n-oxid (ITO) atlatszo, elektromosan vezet6 réteg. A SECOM cégnév). A VIL.9. abran

1év6 keék nyilak azt jelzik, hogy a leirt vizsgalatok ciklikusan is elvégezhetdk.
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VI1.10. abra. 4 széles-latoterti és szuperfelbontasu fluoreszcens képek felbontasanak dsszehasonlitdasa
YFP-A3 vaccinia virussal fertézott HeLa sejteken (YFP sdrga fluoreszcens fehérje, A3 vaccinia virus
fehérje). a/ Széles-latoterii fluoreszcens kép, az YFP-A3 lokalizdcidja HeLa sejten beliil. Az SR-rel
Jjelzett szuperfelbontasu kép 30 000 felvételbdl késziilt, amely 728076 lokalizaciot tartalmaz. A jobb
oldali kinagyitott részletek jol mutatjik a konvenciondlis és szuperfelbontasu képek felbontdsa kozotti
kiilonbséget. bl Az a/ abran lathato teriilet SEM visszaszort elektron képe, és a képre illesztett széles-
latoterti (kozépen) és szuperfelbontasi (jobbra) képpel. (N jeldli a sejtmagokat). A feketével
bekeretezett harom terep koziil a bal felsot mutatjuk nagyobb nagyitasban a c/ és d/ dbrdkon. (Az
eredeti kozlemény mindhdrom bekeretezett teriiletet megmutatia nagyobb nagyitasban) Mig a ¢/ abra
a szorosan egymds mellett évd virion csoportokat mutatja zolden a citoplazman beliil, addig a d/ dbra

az egyes virusok pontosabb lokalizdaciojat teszi lehetévé (PEDDIE 2017)
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A fény- és elektronvizsgalat végrehajtasakor alkalmazott vakuum-kiilonbségekre magyarazatot
talalunk az V.19. abran. A fluoreszcens fehérjék (pl. GFP ¢és YFP) fluoreszcencidjahoz sziikség
van vizgézre és a fluoreszcencia ,,visszahozhato”, ha a 10 Pa nyomasrol visszakapcsolunk a
200 Pa nyomadsra. Ez lehetdvé teszi, hogy tobb minta-teriileten ismételjék a vizsgalat-sorozatot
anélkiil, hogy a fluoreszcencia megsziinne.

A szuperfelbontasu lokalizaciés mikroszkopos modszerek csoportjaba tartozik a PALM,
(fotoaktivalt lokalizacidos mikroszkopia) és a STORM (stochasztikus optikai rekonstrukcids
mikroszkopia) is, amelyek jelentdsen csokkentik a fény és elektronmikroszkdpia felbontésa
kozotti tobb szaz nanométeres tavolsagot. Peddie NIKON N-STORM mikroszkdopot hasznalt
szuperfelbontast  felvételek készitésére, rekonstrukcidjukra pedig a ThunderSTORM
programot. A ThunderSTORM (OVESNY 2014) az ingyenes ImageJ program plug-in-je,
amely STORM vagy PALM modszerekkel nyert adatok automatikus feldolgozasara,
analizisére ¢és képi megjelenitésére alkalmas. Dokumentacioval egyiitt letdlthetd a

https://code.google.com/p/thunder-storm/ cimrol.

VIIL.2.5. SARS-CoV-2 virus vizsgalata

A SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) elnevezése alapjan
sulyos akut légzdszervi szindromét jelent, azonban a virus a szervezet egyéb részeit is
megtadmadja nemcsak a tiid6t. Idegrendszeri tiinetektdl kezdve a mdj és akut vese
megbetegedéseket is okoz. (LAMERS 2020, QIU 2020). Jansen €s munkatarsai a vese-fibrozis
esetek szamanak novekedését talaltak boncolaskor COVID-19-ben elhunyt betegekben.
(JANSEN 2022). Egy klinikai tanulmany szerint (PINERO 2021) az intenziv kezelésre felvett
COVID-19 betegek 21,2%-anal fejlédott ki 2 vagy annal magasabb fokozath akut vesebetegség.
Nemcsak COVID-19-ben elhunytak vesemintait, de SARS-CoV-2-vel megfert6zott, human
pluripotens dssejtek segitségével eldallitott vese-organoidokat is vizsgaltak.

Jansen és munkatarsai széleskorii vizsgalatokat végeztek, amelynek csak egy részét
képezte a CLEM. (JANSEN 2022, SUPPLEMENT). Ezek a vizsgalatok példaként szolgalnak
a nagynyomasu fagyasztas ¢és fagyasztasos helyettesités alkalmazasara. A vese-organoid
mintakat nagynyomast fagyasztds utan milanyagba (R221) agyaztak, majd automatikus
fagyasztasos helyettesitd késziilékbe (LEICA AFS2) helyezték, amely —90 °C-rdl kezdve
végezte a visszamelegitést. A milanyagba dgyazott mintablokkokon végezték a fluoreszcens
vizsgalatokat a COVID-pozitiv tartomanyok megkeresését (Zeiss LSM 90 konfokalis

mikroszkop).
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A beagyazott minta-blokkbol ultramikrotommal ~100 nm vastag metszeteket készitettek,
formvarral fedett mikrostélyra helyezték és vizsgaltak transzmisszios elektronmikroszkdpban.
A TEM vizsgalatok el6tt a metszeteket uranil-acetattal és 6lomcitrattal kontrasztositottak.

A vizsgélatok részletes leirdsat megtalaljuk (JANSEN 2022) kézleményben.

CoV-2 nukleokapszid TEM

A

5um

FL+TEM

VII.11. dbra. CLEM a SARS-CoV-2 virussal fertozott vese-organoidrol. A fluoreszcens és elektron kép
nem ugyanarrol a fokuszsikrol késziilt. A/ CoV-2 nukleokapszid fehérje fluoreszcens képe (zold).
B/ Az Al-val azonos teriilet TEM képe. C/ A fluoreszcens és TEM kép egymdsra van helyezve.
D/ A virussal fertozott rész kivalasztasa a TEM képen (szaggatott vonallal bekeretezve).
E/ A D/ abran bekeretezett teriilet nagyobb nagyitasban. A nyilak a vacuolakban elhelyezkedo virus
részecskékre mutatnak (JANSEN 2022 SUPPLEMENT)
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VIII. Krio-CLEM: minta-elokészités és elektronmikroszkopia alacsony

homeérsékleten

A VL és VIL fejezetben targyalt CLEM moddszerekben az elektronmikroszkopos vizsgalatok
szobahOmérsékleten torténtek. Ebben a fejezetben olyan CLEM modszerekrol lesz szo, ahol az
elektronmikroszkopos vizsgalatokat —140 °C-nal alacsonyabb hémérsékleten végzik. A
fluoreszcens vizsgalatokat végezhetik szobahdmérsékleten vagy alacsony homérsékleten,
gyakran mind a kettdt megteszik.

A krio-CLEM lehetséges munkafolyamatait Dahlberg abrajanak egyszerisitett
formajaban mutatjuk be. (VIIL.1. dbra)

2 Gyors meritéses lonsugaras
va<s %g,f:,g fagyasztas vékonyitas
: vastagsa
Fluoreszcensen jelélt Krio- >50§nmg o
biolégiai minta szuperfelbontasu Vizualizacid
9 leképezés vastagsag
: f <500 nm T
vastagsag
< 200 pm ael]
- g Nagynyomésu > Krio-metszés Krio-elektron- e Regisztracié
fagyasztas tomogréafia

VIII.1. abra. A krio-CLEM lehetséges munkafolyamatai (DAHLBERG 2021) nyomdn

Az é4bra szerint a fluoreszcens festést és mikroszkopozast a fagyasztasnak két lehetséges
valtozata koveti a kiinduldsi minta vastagsaganak megfeleléen (meritéses fagyasztas vagy
nagynyomasu fagyasztas). Ezt kdvetheti a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkopia, majd a
vékony minta készitésének két lehetséges modszere az ionsugaras vékonyitds vagy a krio-
metszés. Ezutdn a minta TEM-be kertil, tobbnyire tobb ddlés szog alatt késziilnek a felvételek,
azaz elektrontomografiat végeznek rajta. Végil az FM és EM képek Osszehangolasa a
regisztracio, kiértékelés és képi megjelenités.

A krio-CLEM-hez bevezetésként roviden attekintjiik a munkafolyamatot alkotd
elemeket: a  krio-fluoreszcens  mikroszképiat, szuperfelbontast  krio-fluoreszcens

mikroszkopiat és a krio-elektronmikroszkopiat.

VIIIL.1. Krio-fluoreszcencens mikroszkopia (krio-FM)

A krio-fluoreszcens mikroszkopiat mar egyszer érintettiik a I1.4. fejezetben. Most tijabb
részletekkel egészitjiik ki. A krio-fixalas a kémiai fixalasnal gyorsabb, a vizsgdland6 minta

alkotorészei kozelebb maradnak a nativ allapothoz, mint kémiai fixalas esetén. A szokdsos
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szobahOmérsékleti minta-elokészitéskor az alkalmazott vegyszerek ohatatlanul miitermékeket
hoznak létre, krio-fixalaskor ez a veszély nem all fenn. Fennall viszont annak a veszélye, hogy
a lézer besugarzas —140 °C folé emeli a hdmérsékletet és ekkor az amorf jég nem kivanatos
atkristalyosodasa (devitrifikacio) kovetkezik be. A besugarzo 1ézer intenzitasanak megfeleld
megvalasztasaval ez a veszély elharithato.

Megkiilonboztetiink széles latokorii és konfokalis mikroszkopiat. A konfokalis
mikroszkdp eldnye a széles-latdteriihdz képest az optikai szeletelés €és az ezt kdvetd 3D
rekonstrukci6 lehetosége.

A krio-FM célja a krio-CLEM vizsgalat specifikussaganak megalapozasa. Specifikussag
alatt most azt értjiik, hogy olyan molekularis vagy funkcionalis informacidkat adjon meg, amely
eldsegiti az adott objektum megtaldlasat és nagy felbontast vizsgalatdit az elektron
mikroszkdpban. Az alacsony hémérsékleten mind az FM, mind pedig az EM jobban teljesit,
mint a szobahémérsékleten. A krio-FM-ben a fluoreszcens sugarzas elhalvanyodésa
(photobleaching, 11.10. abra) kisebb, mint szobahémérsékleten, a krio-EM-ben pedig az amorf
jég védi a mintat és tartja hidratalt forméban.

A konvencionalis fluoreszcens mikroszkop atalakithato krio-FM mikroszkoppa egy krio-
mintatartd asztal hozzdadéasaval. El6szor bemutatunk két kereskedelmi forgalomban kaphatd
konfokalis krio-elektronmikroszképot, majd wutalunk a hazi készitésti krio-mintatarto
asztalokra.

A Zeiss konfokalis krio-mikroszkopja (VIIL.2. abra) a 32 csatornas Airyscan detektornak
¢és a szoftvernek koszonhetden 1,4x javulads tapasztalhatdo a felbontdsban az egycsatornas
detektalashoz képest, mar szobahOmérsékleten is. Az abran bemutatott elrendezésben az
objektiv nagy fokusz tdvolsagl, 1-nél kisebb numerikus apertirdju. A krio-mintatart6 asztal a
Linkam cég terméke, amely egy teljes krio-CLEM-folymatra (krio-FM-bél krio-FIM-SEM-be
lamella készitésre, onnan krio-TEM-be) lett kifejlesztve. Az LSM jel6lés az abran a Laser
Scanning Microscope-ra utal. Az irodalomban a konfokalis LSM-re mind az CLSM, mind

pedig az LSCM rovidités is elterjedt.
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VI1I1.2. abra. Konfokdlis krio-fluoreszcens mikroszkop sémaja (ZEISS)

A Leica Microsystemnek is van konfokalis krio-fluoreszcens mikroszkopja, a Stellaris 5 Cryo,
Krio-mintatartd asztallal és minta-transzfer rendszerrel. Az objektivje 50x nagyitast, 0,9
numerikus aperturaval. Ez a krio-FM is szervesen illeszkedik be a krio-CLEM-be, beleértve a
krio-FIB-SEM-et és a krio-EM-et.

Két szoftver, a Lightning és a TauSense segit a képek mindségének javitasaban. (Mint
ismeretes a fénymikroszkopban a kép a targynak a pontkiterjedési fliggvénnyel (PSF, Point
Spread Function) valo konvolacidja. A PSF ismeretében dekonvoltciot lehet végrehajtani,
ezzel megszabaditva a képet a torzitasoktol.) A Leica Lightning programja jobb dekonvoluciot
végez, mint a kordbbi tradiciondlis programok, azaltal, hogy nem egyetlen PSF-fel operal,
hanem a képet tobb apro térfogati egységre (voxelekre) osztva végzi el a dekonvoluciot,

mindentiitt figyelembe véve a lokalis hattér €s lokalis zaj torzitd hatasat.
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LIGHTNING elétt LIGHTNING utan

VIIL.3. abra. A Leica LIGHTNING szoftver hatdsanak szemléltetése konfokdlis, fluoreszcens felvételen.

Humdan emldrak sejtek (Sum 159 sejtek): a kék szin, sejtmagokat jelez, Blue-Hoechst festékkel festve.
Zold szin, mitokondriumok, MitoTracker festés. Piros szin, lipid cseppecskék, Bodipy festés (LEICA)

A TauSense program nevében a Tau a fluorofor élettartamara utal (ezt jelolik gorog t-val). A T
karakterisztikusabb mennyiség, jobban jellemzd a fluoroforra, mint az intenzitas. Az élettartam
mérésével nyernek ki jarulékos informacidt, olyan részletek valnak lathatéva, amelyek az
intenzitds mérésével rejtve maradnanak.

Bemutatunk két nem kereskedelmi forgalomban 1évé krio-mintatartd asztallal felszerelt

krio-FM-et, az egyiknél NA<1 (VIIL.4. A/ dbra), a masiknal NA>1 (B/ abra).

A
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VII1.4. dbra. Krio-mintatarto asztalok sémdja krio-fluoreszcens mikroszkophoz (DeROSIER 2021).

A/ numerikus apertura kisebb 1-nél, B/ numerikus apertura nagyobb 1-nél a szilard, immerzios
superSIL lencse miatt (WANG 2019)
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A VII1.4. A/ abran lathaté megoldas nem igényel magyaréazatot, az objektiv lencse szokvanyos
nagy fokusztavolsadgu lencse (NA<I1), a mintat hideg nitrogén gazzal hiitik. A B/ dbrdn a minta
folott talalhato egy csonka gomb-lencse, ami szilard immerzios kozegként mikodik. (SIL Solid
Immersion Lens). Segitségével megnd a numerikus apertura a felette 1év0 nagy fokusztavolsaga
objektiv lencse szamara, ami igy 2,17 is lehet. (WANG 2019) A superSIL egy virtudlis képet
készit a minta alatt és ezt nagyitja meg a felette 1év6 objektiv lencse. A superSIL hasznalata
nehezebb, mint a NA<I tulajdonsagu objektivé. Felmeriil az igény a mikrostélyon 1év6 mintak
vizsgalatara is, amire pillanatnyilag a superSIL nem alkalmas.

A krio-fénymikroszkopiaban kiilonds jelentdségii egy olyan krio-immerzids lencse
megalkotasa, amely nagyfelbontast és torzitasmentes képet ad (FAORO 2018). Az objektiv

lencse és a feddlemez kozotti immerzios folyadék megndveli a numerikus apertirat (NA)
ezaltal javitja a felbontast (d = ’1/ 2 NA) @ kepletnek megfeleléen. Az immerzids folyadek

nélkiili ,,szaraz” objektiv torésmutatdja kisebb, mint 1, az idézett munkdban felhasznalt objektiv

torésmutatoja 1,15.

fém objektiv \/,_\/
test
hészigetel6 front lencse

tvegkeramia
flit6 —

immerzios
folyadék
feddlemez

minta —

hideg —F—
asztal

-140 °C 25°C

VIIL5. abra. Aberraciora korrigalt immerzios krio-objektiv lencse. A nyilak szine a hideg, illetve

meleg daramldsanak megfeleléen valtozik (FAORO 2018)

Sziikséges, hogy az immerzids folyadék torésmutatdja egyezzen meg az objektiv lencse
torésmutatojaval., ellenkezd esetben a képben torzuldsok lépnek fel. Az immerzids krio-
objektiv lencse jdonsaga, hogy egy kereskedelmi forgalomban kaphato objektiv lencse (Zeiss
W2010) fém kerete ala atlatszo, hoszigeteld tiveg-keramiat épitettek be (ennek neve Macor, a
Corning Glass Inc. terméke). Az objektiv felso részének flitésével €s a hdmérséklet folyamatos
mérésével elérték, hogy a minta és az immerziods folyadék (HFE-7200, hidrofluoroéter) stabil
hémérsékleten (—140 °C) maradjon.

Egyéb megoldasokat az NA ndvelésére alacsony hdmérsékleten, talalhatunk DeRosier
Osszefoglal6 cikkében (DeROSIER 2021).
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A krio-fluoreszcens vizsgalatokat gyakran koveti mintavékonyitas a krio-FIB-SEM-ben,
igy gondolni kell transzport eszkdzre is, amivel a vitrifikalt mintat at lehet vinni a fluoreszcens
mikroszkopba. A fénymikroszkopbdl az elektronmikroszkopba valé minta-atvitel noveli a
devitrifikdcio, szennyezés ¢és minta-kdrosodas valdszinliségét. Szerencsére kaphatdo a
kereskedelmi forgalomban olyan fluoreszcens mikroszkop (Delmic cég Meteor nevii terméke,
NA=0,9), amely a krio-FIB-SEM-re feltétként felszerelhetd, jelentésen megkonnyitve a lamella
készitését a krio-TEM-hez. A FIB vékonyitast segiti a fluoreszcens kép alapjan torténd
pozicionalas és a mikroszkophoz tartozo nyilt forraskoda, professzionalis szoftver. Néhany
FIB-SEM, amelyekre a Delmic Meteor fluoreszcens mikroszkop felszerelhetd: a Thermo Fisher
Scientific termékei koziil az Aquilos, Helios, Scios, a Zeiss mikroszkopjai koziil a Crossbeam

550, Crossbeam 550L.

)

VI11.6. abra A DELMIC Meteor krio-fluoreszcens mikroszkdp tobb kereskedelmi forgalomban lévé
FIB-SEM-hez csatlakoztathato

A DELMIC-hez hasonlo, krio-FIB-SEM-re szerelhetd krio-fluoreszcens mikroszkdopot
fejlesztettek ki Gorelick és munkatasai PIE-scope néven (Photon Ion Electron microscope, a
névben az ion sz6 a FIB-re utal) (GORELICK 2019). Arrdl viszont nem talalhato informacio

az interneten, hogy a termék kereskedelmi forgalomba keriilt volna.

VIIIL.2. Krio-szuperfelbontasu FM

A szuperfelbontast modszerek legalabb egy 2-es faktorral javitjak a felbontast a konvencionalis
fénymikroszkop detektalasi hatarahoz (~200 nm) képest. Ezért ide soroljdk a fénymintézat-
megvilagitasu mikroszkopat is (SIM, Structured Illumination Microscopy), amely teljesiti ezt
a 2-es faktort, de tobbet nem. A tobbi szuperfelbontast modszer gyakran a 10-20 nm-es
felbontasi tartomanyt is eléri. (A nem-konvencialis szuperfelbontdsat MINFLUX és MINSTED
legalabb még egy nagysagrenddel javitjak a felbontast, de ezeknek a CLEM-ben valo
alkalmazasukra nem taldltunk kozleményeket.) A szuperfelbontdsi FM modszerek a nem
szuperfelbontdsit FM modszerektdl eltéréen nagy pontossdggal mutatjdk meg az

elektronmikroszképban megcélzando teriiletet. Egy krio-Szuperfelbontdsu fluoreszcens
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mikroszkop sémédja csak egy aktivacios 1ézerrel tér el egy nem szuperfelbontast fluoreszcens

mikroszkoptol. (VIIL7. dbra)
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VIIL7. abra. Szuperfelbontasu krio-mikroszkop sémdja. Ez a sugdrmenet jellemzd a lokalizdacios

mikroszkopokra, mint példaul a PALM vagy STORM (DeROSIER 2021)

A 115 fejezetben ismertettiik a szuperfelbontast STED, PALM és STORM miikddési elveit.
Ezek a modszerek hasznéalhatok krio-hémérsékleteken is. Az emlitett modszerektdl fliggetlen a
SOFI (Super-resolution Optical Fluctuation Imaging, szuperfelbontasu optikai fluktuacios
képalkotas), amely a fluoreszcens molekulak villodzasan (blinking) alapul.

A SOFI-hoz nem sziikséges kiviilrél szabalyozott fotokapcsolas, sem pedig fotoaktivalas.
Nem tartozik az egyedi molekulak lokalizaciés moédszerei kozzé. Mig a tobbi modszer
megkivanja, hogy a fluoreszkdld pontok egymastol legalabb a diffrakcio altal korlatozott
felbontasnak megfeleld tavolsagra legyenek egymastol, a SOFI-nal nincs ilyen korlatozas. Az
els6 kozlemény a SOFI-rdl ,,Gyors, hattérsugarzas nélkiili 3D szuperfelbontasti optikai
fluktuacion alapul6d leképezés™ Dertingertdl szarmazik 2009-bdl, amikor a STED, PALM és
STORM mar ismertek voltak (DERTINGER 2009).

A kozlemények kozott legritkabban a krio-STED fordul el6, gyakoribb a krio-PALM és
krio-STORM alkalmazasa. A PALM és STORM az egyedi molekulak lokalizacios modszerek
Molecule Localization Microscopy). Ezek egyik eldnye, hogy egyedi molekuldkrdl adnak
informaciot, és az optikai elrendezés meglehetdsen egyszerli. A devitrifikdcid ezen

modszereknél is veszélyt jelent, de kevésbé, mint a STED-nél.
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A STORM ¢és a SOFI Osszehasonlitasardl jelent meg kozlemény (GEISSBUEHLER
2011), amely szerint bar a STORM jobb felbontast ad, mint a SOFI, de az alkalmazhato
fluoreszcens molekulékra erésebb kotottségeket kivan meg, mint a SOFI. Ilyen kotottség, hogy
a molekula fotokapcsolhato legyen, hossza sotét allapottal, viszonylag nagy jel/zaj viszonnyal.
A SOFI kisebb jel/zaj viszonyt enged meg, atlapolé molekuldkrdl is ad informéaciot és nagy
sebességll szuperfelbontdsu mikroszkopidt tesz lehetdvé. Legnagyobb elény, hogy a SOFI 3D-

s modszer.

VIIL.3. Krio-elektronmikroszkopia

A krio-TEM-et és krio-elektrontomografiat (krio-TEM), mint a krio-CLEM egyik sszetevjét
a II1.3.9. pontban ismertettiik. Most egy par mondattal kiegészitjik a minta-elokészités
szemszOgeébol.

Tekintsiik a krio-ET-t, mint a krio-EM szerves részét. Kiilonbozé dontési szogek alatt
készitenek TEM képeket a 3D rekonstrukcid érdekében. A kozlemények jelentds részében nem
hivatkoznak TEM-re csak ET-re.

Béar a biologiai mintdk fagyasztdsa az elsd pillanatra természetesnek tlinik, de a
vitrifikdcidhoz (iivegszerli amorf jég képzddése) sziikséges hiitési sebesség nem az. Dubochet
a tiszta viz vitrifikiciojanal fellépé hiitési sebességet 10° °C/mésodpercre becsiilte
(DUBOCHET 1988). Epp a nagy hiitési sebesség az, ami meggatolja, hogy a minta 6sszetevoi
elmozduljanak helytikrél, igy kozel nativ allapotban fagynak meg (kriofixalas). Ez jelentds
kiilonbség a kémiai fixalas és a kriofixalas kozott. Az alacsony homérseékleten végrehajtott
elektronmikroszkopos vizsgalatok nagy eldnye, hogy az amorf jég megvédi a mintat a vakuum
¢s az elektronsugar karos hatasaitol. Az amorf jég atvaltozik kristalyos jéggé —140 °C koriili
homérseklet felett, és ez a jég térfogat-novekedését €s a bioldgiai minta kdrosodasat vonja maga
utan. Ezért a —140 °C feletti homérséklet elkeriilendé. A krio-EM/ET-hez t6rténé minta-

elokészités sémajat a VI11.8. dbra mutatja.
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VEKONY MINTAK VASTAG MINTAK
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in vitro .
rekonstrukcio

RSN
sejtszervecskek

ultragyors meritéses fagyasztas nagy nyomasu fagyasztas
max. 10 um max. 200 um
<300 nm >300 nm

FIB vékonyitas CEMOVIS

leképezés krio-elektrontomografiaval

VII1.8. abra. Minta elékészités krio-elektronmikroszkopiahoz és krio-elektron tomografiahoz

(HUTCHINGS 2018)

A fagyasztott mintat vagy krio-ultramikrotommal szeletelik vagy krio-FIB-SEM-mel
vékonyitjak a krio-TEM vagy krio-ET vizsgalatokhoz. A metszetek vastagsaganak 300 nm-nél
vékonyabbnak kell lenni.

(Cryo-Electron Microscopy of Vitreous Section) és ez tobb tekintetben kiillonbozik az el6z6
fejezetben emlitett nagynyomdasu fagyasztds (HPF) és fagyasztdsos helyettesités (FS) minta-
elokészitésétol. A CEMOVIS-t is megel6zi a nagynyomast fagyasztas, de a fagyasztisos
helyettesités elmarad. Ebbdl kévetkezéen a CEMOVIS-nal nincs kémiai fixalas, beagyazas €s
dehidralas, tovabba a nehézfémmel torténd festés is hidnyzik és a minta-elékészités ideje is
jelentdsen rovidebb. A nehézfémmel torténd festés hianya miatt nem az amplitudo-kontraszt,
hanem a faziskontraszt a képalkotds alapja. Mindezek a kiilonbségek tablazatos formaban

lathatok alabb (HURBAIN 2011).
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VIII.1. tablazat. A nagynyomasu fagyasztas és fagyasztasos helyettesités (HPF+FS) osszehasonlitasa

crer

Microscopy of Vitreous Section) (HURBAIN 2011)

Munka-folyamat HPF+FS CEMOVIS

Minta-el6készités hosszadalmas (akar 2 hét) 2-3 nap gyakorlott személyeknek

Fixalas és dehidralas kémiai fixalas és dehidralas krio-fixalas, nincs dehidralas
alacsony hémérsékleten

Beagyazas zsugorodas gyantaba nincs beagyazas
agyazaskor

Metszet készités kevesebb kompresszio a metszesi miitermékek
CEMOVIS-hez képest

Kontraszt amplitudo6 kontraszt a fazis kontraszt, nincs nehézfém festés
nehézfémekkel torténd festés
miatt

TEM vizsgalat kozepes felbontas (5 nm), nagy felbontas (jobb, mint 5 nm), kis

nagy jel/zaj viszony, kevésbé  jel/zaj viszony, érzékeny a
érzékeny a sugarkdrosodasra  sugarkarosoddsra
Immunfestés kompatibilis nem kompatibilis
Tomografia kompatibilis nem kompatibilis
A 2011-b6l szarmazo tablazatban a nagy felbontdsra megadott érték jelentésen megvaltozott:
az 5 nm alatti érték 0,25-0,3 nm-re valtozott 2023-ra. Ez mar az atomi felbontas szintje. A
jelenleg krio-TEM-mel elérheté legjobb felbontas bioldgiai mintakra 0,175 nm (azaz 1,75
Angstrom). E javuldas mogott a direkt elektron detektorok kifejlesztése és a TEM szférikus
konkurensévé valt a biologiai molekuldk szerkezetének meghatarozasdban. A rontgen
diffrakcidhoz a biologiai mintakat ki kell kristalyositani, ami nehéz feladat, sok esetben pedig

lehetetlen. A krio-TEM vizsgalatokhoz nem sziikséges, hogy a minta kristalyos legyen.

VIIL.4 Krio-CLEM alkalmazasok

VIIL.4.1. Szinapszisok vizsgalata
A krio-CLEM alkalmazasai ko6ziil Tao és munkatarsainak a neuronalis halézatra vonatkozo
munkdjanak egy részletét mutatjuk be: a serkentd és gatlod szinapszisokat vizsgéljak krio-FM ¢és
krio-EM/ET segitségével (TAO 2018). A patkany hippokampalis neuronjaiba transzfektaltak
két fluoreszcens fehérjét, a zold PSD-95-EGFP-t és a piros mCherry-gephyrint.

A PSD-95 posztszinaptikus denzitas fehérje (WIKIPEDIA DLG4). Az ,,E” a GFP el6tt
azt jelenti, hogy enhanced, javitott, az ,,m” a Cherry el6tt pedig azt, hogy monomer. A gephyrin
a gatlo szinapszisokat szabalyozo fehérje (GROENEWEG 2018).
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A krio-CLEM miiszaki felszereltsége a kovetkezo volt: A krio-FM-re hazi készitési krio-
kamrat, Olympus IX71 invertalt fluoreszcens mikroszkopot (https://www.youtube

.com/watch?v=UezGLiiwRIw) hasznaltak. A mikroszkdp szaraz objektivje 40x nagyitasu,

numerikus aperturaja 0,6. A Olympus mikroszkophoz sCMOS kamerat (s jelzi, hogy scientific)
csatlakoztattak. GATAN 626 EM krio-mintatartot, Tecnai F20 és Titan Krios elektron-
mikroszkoppal dolgoztak. A felsorolt berendezések jellemzdi megtaldlhatok az interneten.

A képek regisztralasara, illesztésére, feldolgozasara, 3D rekonstrukciojara az ingyenes,
nyilt forras-kodu IMOD szoftver csomagot (WKIPEDIA, IMOD) és szintén ingyenes Imagel
programokat hasznaltak. Miel6tt bemutatnank a krio-CLEM felvételeket, emlékeztetiink arra,
hogy hol helyezkedik el a posztszinaptikus denzitds a szinaptikus kapcsolaton beliil: sotét

szinnel és vilagos ,,h” betiivel jelezve a VIIL.9. dbran (ANGOL WIKIPEDIA-bol).

preszinaptikus végz6édés

a. mitochondrium

b. kinaz

c. szinaptikus vezikulum
d. Ca*csatorna
e. receptor

g. aktiv zéna

i. tartalék receptorok
f. endoplazmatikus
retikulum

posztszinaptikus bouton
VIIIL.9. abra. 4 posztszinaptikus denzitds helyzetéhez (WIKIPEDIA)

A krio-CLEM munkafolyamatat mutatja a VIIL.10. abra.

VI11.10. abra. A krio-CLEM munkafolyamatdanak képei hippokampalis neuronok vizsgdlataban (TAO
2018). 1. krio-fluoreszcens és krio-széleslato terii képek egymasra helyezve. 2. Az 1-képen pirossal
bekeretezett részének kis nagyitasu krio-EM képe. 3. Az 1 és 2 képeken pirossal bekeretezett terep

egymasra helyezve. 4. A 3-as képen sargaval bekeretezett része nagyobb nagyitasban: egy tomogrdfiai

szelet és a krio-fluoreszcens kép finoman egymdsra hangolva
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A kettds festés (EGFP és mCherry), amelyek kiilonb6zé molekuldkhoz kapcsolodtak a
transzfektalds sordn, lehetdvé tette a serkentd és gatld szinapszisok megkiilonboztetését és nagy

felbontasu krio-ET tanulmanyozasat (VI111.11. abra).

VIII.11. abra. Serkenté (A) és gatlo (B) szinapszisok azonositasa krio-CLEM képek alapjan. A
kolokalizalt PSD-95-EGFP zéld és mCherry-gephyrin piros szinii. A jobb oldali tomogrammok
(elektronmikroszkopos képek) a bal oldali abrakon fehérrel bekeretezett terepek nagyitott képei. Az A
képek vastag, a B képek vékony posztszinaptikus denzitasokat mutatnak, amelyeket piros szaggatott

nyilak jeleznek. (SV szinaptikus vezikulum) (TAO 2018)

VIIL.4.2. HIV-1 virusok vizsgalata

Fu és munkatarsai a krio-CLEM vizsgalatokat automatizaltadk (FU 2019). A Kkorabbi
fejezetekben is lathattuk, hogy a CLEM-ben a legnehezebb feladat éppen a korrelacio és ezt
tobbnyire két 1épésben oldjadk meg manudlisan. Eldszor az FM ¢és kis nagyitasi EM képek
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kozott teremtik meg a kapcsolatot, majd nagyobb nagyitasban nagyobb pontossagu kapcsolatot
létesitenek a két modalitds kozt. Az emlitett munkéban is ez tortént csak automatizalt (vagy

félig automatizalt) modon.

FM és krio-FM krio-EM

20 X

Vi
Koordinata
transzfer

—| FM > krio-EM

100 x

VI11.12. dbra. AutoCLEM-nek nevezett automatikus krio-CLEM munkafolyamata (FU 2019).

1. sor. A mikroszkop racs attekinto képe FM/krio-FM és krio-EM iizemmodban. A 11 kijel6lt zold racs-
négyzetet az FM és EM kozott automatikusan korrelaljak. 2. sor. A 100 x-os nagyitasu FM képen a
sarga kereten beliili 4 kék pont (fluoreszcens gyongyok) szolgal a 4700 x-0S nagyitdsu krio-TEM kép
kozotti pontosabb korreldcio meghatdrozdsdra. Ennek alapjan egy korreldcios matrixot generdlnak.
3. sor. A 2. sorban jelzett korreldaciés matrix alapjan taldljak meg a HIV-1 virust és készitik nagy
felbontdsu (39 000 X) krio-ET képet

Az AutoCLEM-nek elnevezett rendszer tartalmaz egy nagy sebességii, ¢élésejt vizsgalatara

alkalmas konfokalis mikroszkopot, amely a mikrostélyr6l kis nagyitasu racsképet (atlasz)
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készit, majd fagyasztas utdn egy krio-FM képet. Mindezt automatikusan 6sszekapcsoljak a krio-
EM altal készitett atlasz képpel (VIIL.12. abra elso sora).

Az FM-ben megcélzott teriilet koordinatait automatikusan atkonvertaljak a krio-EM
koordinataiba, majd kék tdmpont marker gyongyok segitségével finomitjdk a koordinata
transzformaciot (VIIL.12. abra 2. sora). A leirt folyamat meggyorsitja az €16 sejtes FM és a krio-
EM kozotti megfeleltetést. Az AutoCLEM szemléltetése HIV-1 (l-es tipusi human
immundeficiencia-virus) vizsgalatan keresztiil tértént. A minta elékészitéshez Quantifoil-lal
fedett Au vagy Ni mikrostélyokat hasznaltak. A kétféle modalitasban torténd vizsgalatokhoz a

FluoSphere nevii fluoreszcens gyongyokbdl leginkabb a 200 nm-es méretiiek feleltek meg.

fluoreszcens
gyongyok
—>

VII1.13. abra. Automatikus (félig automatikus) korrelacio a fluoreszcens gyongyok és a HIV-1 virus
részecskek kozott. A sejtek piros, a virusok zold, a fluoreszcens gyongyok kek sziniiek.
Négy fluoreszcens gyongy van kijelélve a krio-FM és krio-EM kozotti korreldciora. Az A abra krio-
FM, a B abra krio-EM kép. A C abra egy éretlen, a D egy éretlen és hibds, végiil az E abra érett HIV-
1 részecskét mutat krio-EM felvételeken (FU 2019 abraja nyoman)

A VIIIL.13. abra eredeti valtozatdban részletesebben magyarazzdk, hogyan tortént a két
modalitas kozotti kapesolat 1étesitése és a nagy felbontasua HIV-1 képekbdl nyolcat mutatnak
az itteni harommal szemben. A kézlemény Iényege, hogy a krio-CLEM automatizalasaval, a

vizsgalatok sebességének megndvelésével jelentdsen tobb szakmai eredményt érhetiink el.
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VIIL5. Krio-szuperfelbontasi CLEM (csCLEM)

VIIL.5.1. Aktin vizsgalata

Moser és munkatarai aktin vizsgalata kapcsan mutatjak be, hogy milyen elényokkel jar az a
krio-CLEM-ben, ha nem konvencionalis szuperfelbontasi FM-t, hanem krio-SOFI-t
korrelalnak krio-EM-mel (MOSER 2019). A krio-SOFI e¢lénye a konvencionalis
szuperfelbontasu modszerekhez képest, hogy alacsony 1ézer intenzitassal mikodik, és altalanos
megoldast nyuajthat a krio-szuperfelbontasi mikroszkdpidban jelentkezd devitrifikacid
(a kristalyos jég képzddésének) elkertiilésére. Igaz, hogy az altaluk elért 135 nm-es felbontas
csak 3-as faktorral mulja feliil a konvencionalis krio-FM-et, és felbontas tekintetében alulmarad
a tobbi szuperfelbontasu krio-FM-nek. Viszont a krio-SOFI-ban alkalmazott minta-elokészitési
eljaras teljesen kompatibilis a krio-TEM minta-elokészitésével.

Mint t6bbszor ismételtiik a nagyfelbontast krio-TEM-ben egyes fehérjék azonositasa a
meglehetdsen zsufolt és zajos képen nehézségekbe litkozik. Masrész az FM a specifikusan jelolt
fehérjék azonositasaban kivalo, de hidnyzik a sziikséges felbontoképesség. Ez indokolja a krio-
CLEM létrehozasat az egymast kiegészitd elényok alapjan.

A csCLEM-hez a Dendra2-Lifeact-tel transfektalt XC sejteket (patkany Rous sarcoma
sejtvonal) hasznéltak, amelyeket gyors meritéses eljarassal fagyasztottak. (A Dendra2
fotoaktivalhato fluoreszcens fehérje (CHUDAKOV 2018), a Lifeact pedig 17-aminosavbol allo
peptid, amelyet F-aktin vizualizalasara hasznalnak (RIEDL 2008)). A mintat lyukas

szénhartyaval fedett EM mikrostélyon novesztették.
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500 nm

VII1.14. abra. Aktin vizsgalata szuperfelbontdsu krio-CLEM-mel (MOSER 2019).

Al egymasra helyezett konvenciondlis krio-FM (zold) és reflexios fénymikroszkopos (sziirke) felvétel
lathato. B/ konvenciondlis krio-FM és krio-ET kép egymdsra helyezve az A/ abran bekeretezett terep
nagyitdsa. A minta vastagsdaga 23 nm. Cl Krio-SOFI és krio-ET kép, az A/ dbrdn bekeretezett terep
nagyitdsa. D/ konvenciondlis krio-FM és Krio-ET kép egymdsra helyezve, a B/abran bekeretezett terep
nagyitasa. El krio-SOFI és krio-ET kép, a C/ dbran bekeretezett terep nagyitasa, FI krio-SOFT (kékes
zold) és krio-ET kép, az E/ abran lathato kép nagyitasa. Az F-aktinnon (kékes zéld) kiviil a kép bal
felsd sarkdban egy mitochondrium, a kép kozepén és a jobb alsé sarkaban egy-egy nagy vezikulum
lathato

A szerz6k a SOFI-val torténd krio-CLEM jo hasznéalhat6sagat még két masik mintan, mas
transzfekcioval a mitochondriumok €s az endoplazmatikus retikulumok vizualizalasaval is

bizonyitottak.
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VIIL.5.2. Mitochondriumok vizsgalata

Tian a krio-szuperfelbontasi CLEM-r6l irt review cikkében (TIAN 2021) elemzi a krio-
szuperfelbontastt fluoreszcens mikroszkopiat és a krio-TEM-et, mint a csCLEM két
OsszetevOjét, az intracellularis részletek megismerésében. Alkalmazéasi példaként
mitochondriumok vizsgdlatdit hozza immortalizalt HEK 239 sejtekben (HEK, Human
Embryonic Kidney). A genetikailag megfestett TOM 20 fehérje (TOMM, translocase of the
outer mitochondrial membrane) a VIII.15. dbra tantsaga szerint is a mitochondriumok kiilsé

membranjdban talalhato.

VIII.15. abra. Fluoreszcens fehérjét (TOM20-Dronpa) expresszalé HEK293 sejtek szuperfelbontdsi
krio-CLEM képei (TIAN 2021). a/ széleslatoterii fluoreszcens felvétel, a TOM20-Dronpa zéld szinii, a
tampontmarkerként szolgalo fluoreszcens gyongyok pirosak. (A TOM20 mitochondridlis fehérje, a
Dronpa fotoaktivalhato fluoreszcens fehérje.) b./ az eldzd terep krio-EM képe. c/ fluoreszcens kép
(a/ abra) és krio-EM kép (b/ abra) egymasra helyezve. d/ szuperfelbontasu fluoreszcens kép a ¢/ abran
bekeretezett tereprdl. e/ krio-EM felvétel a d/ abraval egyezd tereprdl, hdarom és fél mitochondriumot

mutat. f/ a szuperfelbontasu fluoreszcens kép (d/ abra) és a krio-EM kép (e/ abra) egymasra helyezve
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Osszefoglalas

A korrelativ fény és elektronmikroszkopia (CLEM) a fény és elektronok altal kozvetitett
informaciokat nyeri kis egy kozos kis mintatérfogatra vonatkozéan. A 2000. év eldtt tobb
akadalya volt ennek: a fény és elektronmikroszkop eltérd latomezdje, nagyon kiilonbozo
felbontasa ¢és a két modalitdsban alkalmazott minta-el6készités inkompatibilitdsa. Az
elektronmikroszkopia latoterét novelték sok kis teriilet (,,csempe”) automatikus felvételével,
amelyeket Ossze lehetett fiizni nagyfelbontasu nagylatoteri képpé. A fénymikroszkopia
felbontasat javitottak a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkdpia kidolgozasaval. A minta-
elokészitések inkompatibilitdsat megsziintették dual markerek, tobbek kozott fluoreszcens
vegyszereket alkalmaznak az elektronmikroszkopos minta-el6készitésben, amelyek a
fénymikroszkopban vizsgalt mintak fluoreszcenciajat nem sziintetik meg. Kifejlesztettek olyan
fénymikroszkopokat, amelyek feltétként csatlakoztak az elektronmikroszkopra. Kiilon igény a
3D vizsgalat a CLEM-ben, minthogy a biologiai sejt haromdimenzios. A fénymikroszkopia ezt
az igény teljesiteni tudja a konfokalis, a két- és tobb-fotonos mikroszkopia révén. A TEM-ben
a sorozatmetszés (ssTEM) ¢és elektrontomografia, valamint a SEM-be beépitett
ultramikrotommal és fokuszalt ionnyalabbal (SBF-SEM és FIB-SEM) szintén lehetséges a
harmadik dimenzié megragadasa. A legnagyobb probléma a fény és elektronmikroszkopos
felvételek pontos egymasra illesztése: erre tdmpont markereket fejlesztettek ki, amelyek
fénymikroszkop alatt fluoreszkalnak, elektronmikroszkopban pedig rendszam-kontrasztot
adnak. A bioldgiai mintak elokészitésének nagy akadalyat haritotta el az amorf jégbe torténd
bedgyazas, a kriofixalas, amely a Tokuyasu-eljarasban €s a nagynyomast fagyasztasban is
szerepet kap. Igy lehet6vé valt az él6 mintak fénymikroszkopos vizsgalataval kezdddé sor
végigvitele a krio-TEM vizsgalatokig. A krio-hdmérsékletek alkalmazasa kedvezdésen hat a
fényvizsgalatokra és az elektronmikroszkopos vizsgalatokra is: az elsd esetben csokkenti a
fotokifakulds mértékét, a masodik esetben pedig sziikségtelenné teszi a minta fixdlasdhoz
sziikséges vegyszerek alkalmazasat €s lehetdvé teszi a minta hidratalt, kdzel nativ allapotban
torténd vizsgalatat. A CLEM sikerének jelentds tényezdje az idékdzben végbement technikai
fejlodés: 50-szeres sebességnovekedés a soksugaras mikroszkopok révén, a folyamatok
automatizalasa ¢és a szadmitastechnika nagymértékli alkalmazasa. A felsorolt lehetdségek ala

vannak rendelve a biologiai minta vizsgalati céljainak.
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Néhany rovidités angol és magyar jelentése

2PLSM, Two-Photon Laser Scanning Microscope, kétfotonos pasztazo 1ézer mikroszkop

ASEM, Atmospheric  Scanning Electron  Microscope, atmoszférikus
elektronmikroszkop

CCD, Charge-Coupled Device, toltéscsatolt eszkoz

pasztazo

CEMOVIS, Cryo-Electron Microscopy of Vitreous Section, amorf jégbe agyazott metszetek

krio-elektronmikroszkopiaja

CLEM, Correlative Light and Electron Microscopy, korrelativ fény- €s elektronmikroszkdpia

CLSM Confocal Laser Scanning Microscope, konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkop (Ugyanaz,

mint a LSCM)
csSCLEM, cryo-super-resolution CLEM, krio-szuperfelbontast CLEM
DAB, diaminobenzidin
dSTORM, direct STORM
eC-CLEM, easy Cell-Correlative Light and Electron Microscopy (szoftver)
EGPF, Enhanced Green Fluorescent Protein, javitott GFP

EMCCD, Electron Multiplying Charge Coupled Device, elektronsokszorozé6 CCD kamera

ER, endoplazmatikus retikulum

ESEM, Environmental Scanning Electron  Microscope, kornyezeti
elektronmikroszkop

ET, Electron Tomography, elektrontomografia

FE-SEM, Field Emission SEM, téremisszios SEM

FIB-SEM, Focused Ion Beam SEM, fokuszalt ionsugarral kombinalt
elektronmikroszkop

FM, Fluorescence Microscopy, fluoreszcens (fény)mikroszkopia

FND, Fluorescent Nanodiamond, fluoreszcens nanogyémant

FNG, FluoroNanoGold, fluoreszcens nanoarany

FS, Freeze Substitution, fagyasztasos helyettesités

GFP, Green Fluorescent Protein, z6ld fluoreszcens fehérje

HPF, High Pressure Freezing, nagynyomasu fagyasztas

IEM, Immuno-Electron Microscopy, immun-elektronmikroszkopia

IFM, Immuno-Fluorescence Microscopy, immun-fluoreszcens mikroszkdpia

ILSEM, Integrated Light and Scanning Electron Microscope, integralt CLEM

krio-ET, cryo-Electron Tomography, krio-elektron tomografia
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krio-FM, cryo-Fluorescence Microscppy, krio-fluoreszcens mikroszkopia

LSCM, lasd CLSM

LSM, Laser Scanning Microscopy, pasztazo 1ézer mikroszkodpia,

miniSOG, Mini Singlet Oxygen Generator, mini szinglet-oxigén generator

NG, Nanogold, nanoarany

PALM, Photoactivated Localization Microscopy, fotoaktivalt lokalizacidés mikroszkopia

STED, Stimulated Emission Depletion, stimulalt emisszio-kioltas

PFIB-SEM, Plasma FIB-SEM, plazmasugaras vékonyitas a pasztazo elektronmikroszk6pban

piTEAM, parallel imaging using Transmission Electron Automated Microscope, parhuzamos
sugarakkal miikodd, automatizalt TEM

sCMOS, scientific Complementary Metal Oxid Semiconductor, tudomanyos, komplementer,
fém-oxid félvezetd

SEM, Scanning Electron Microscopy, pasztazo6 elektronmikroszkdpia

SIL, Solid Immersion Lens, szilard immerzios lencse

SIM, Structured Illumination Microscopy, fénymintazat-megvilagitasi mikroszkopia

SMLM, Single-Molecule Localization Microscopy, egyedi molekulak lokalizacios
mikroszkdpidja

SOFI, Super-resolution Optical Fluctuation Imaging, szuperfelbontasu optikai fluktudcios
képalkotas

SR-CLEM, Super-Resolution CLEM, szuperfelbontast CLEM

SRM, Super-Resolution Microscopy, szuperfelbontasu (fluoreszcens fény) mikroszkopia

SSTEM, serial section TEM, sorozat-metszetekkel operalo TEM

STED, Stimulated Emission Depletion, stimulalt emisszio-kioltas

STORM, Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, stochasztikus optikai rekonstrukcids
mikroszkopia,

TEM, Transmission Electron Microscopy, transzmisszios elektron mikroszkopia

TEMCA, Transmission Electron Microscope Camera Array, matrix-elrendezésti kamerakkal
miikodé TEM.
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