Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkop hasznalatakor a vizsgalt objektumot meghatarozottan szeparalt,
altalaban UV fénnyel vilagitjuk meg. A megvilagité fényhulldmhossz 1étrehozasahoz nagy
erejii Xe-, Hg- gbz lampat hasznalunk fényforrasként. Az igy létrehozott lathatdo fénybdl a

gerjesztd fényspektrumot (UV) az exitacids sztirfvel sziirjiik ki a lathatod fény spektrumabdl.

A gerjesztd fény hatasara a jeloléanyag, vagy minta -autofluoreszcens pl.. sporak-; fény

formajaban energiat sugaroz vissza: €z az emisszio jelensége.

A fluoreszcensen jelolt vagy autofluoteszcens mintarol visszasugarzott (emittalt) fénybol az

emisszios sziirdvel valasztjuk el a képalkotasban nem hasznalt fényt.

Fluoreszcens jeloléanyagok (festékek):

e Klasszikus festékek:

— Dapi (4',6-diamidino-2-phenylindole):

A DNS nagy arkaba, a A-T gazdag régiokba kotédik, az emisszios
intenzitasa a bekotddéskor a legnagyobb.
* A Dapi festék képes atjutni az intakt membranon, igy €16 sejtek
festésére is alkalmas.
* Excitaciés maximuma: 358 nm UV spektrumban gerjesztve
* Az emisszios spektruma széles, maximuma: 461 nm.

* Ha RNS-hez kotédik, akkor az emisszios maximum 500 nm-re tolodik.
— Holchest-festékcsalad: Hoechst 33258, Hoechst 33342, és Hoechst 34580

* Interkalalodo (a visszasugarzott fluoreszcencia mennyisége aranyos a jelolt egység

mennyiségével) festék:
— PI (propidium iodide):

— DNS-hez és RNS-hez is kotddik, nincs specifikusan preferalt kotodési
helye, interkalalodo festék.

— Csak az elpusztult sejtekbe képes bejutni.

— Erdsen rakkelto

— Excitacios maximuma 538 nm.



— Emisszios maximum 619 nm
* Cyanide festékek:
— SYTO (membranpermeabilis)
— SYTOX (impermeabilis)
* UV alternativ festékek
— DRAQS5 (membranpermeabilis)

— DRAQY7 (impermeabilis)

Kromatin kondenzalddasi intermedierek vizsgalata:

A sejtmag anyaga a maghdartyan beliil megjelenését tekintve heterogén: a lazdbban szerkezetli
dekondenzalt forma: az eukromatin —jellemz6 ra hogy a DNS szalak nem kotdédnek erésen a
hiszton fehérjékhez, és ezeken a szakaszokon torténik a DNS-RNS atirodas aktiv
génkifejez0dés,- és a kondenz megjelenést mutatd erdsen festddd heterokromatin- jellemzdje
hogy itt a DNS erdsen kotédik a hiszon fehérjékhez aktiv atirddas nincs. Két fajtaja van:
fakultativ, visszatérhet heterokromatikus formaba, atirodhat, és a konstituiv, ami sosem irodik

at.
Kromoszomak kialakulasa:

A sejtmagban a kb. 2 m hosszti DNS szal a hiszton fehérjékhez kétddve fordulnak els. A
sejtosztodas folyamata alatt jonnek 1étre a fehérjékhez kotott DNS:- kromatin - szalakbol a

kromosz6émak a kondenzalddasi intermediereken keresztil.

A kondenzalodasi folyamat elsé fazisaban a sejtmag anyaga homogén fatyolos vagy
felhdszerii megjelenésti. A kondenzalddas kezdeteként a felhd tobb pontjan tomorddés —
kondenzalddasi gocok jelennek meg. Ezzel egy iddben a maganyag megtekeredése a mag
polarizéciodja is zajlik. A magéllomany, vagyis a kromatin allomany a kondenzalodas soran
kezdetben szalagos- a kromatin szalak egymashoz tapadasa révén, ilyenkor még laza kevéssé
kondenz a maganyag,- majd a szupertekercselédés soran fonalas szerkezet jon Iétre,
esetlegesen eléfordulhat a részlegesen csoportokra szétvald kromatin dlloméany a maganyag

tekeredése miatt.



A fonalas szerkezetek tovabbi egymasra, Onmagara tekeredése révén jonnek Iétre a
kromoszéma el6telepek majd a kondenzalédds tovabb haladtival a praekromoszémak,
elongalt kromoszomak (hosszikas alak még nem szeparalt kromoszomak), és a folyamat

befejezddéseképp a metafazisos kromoszomak.

Gyakorlat leirdsa a jegyzokionyv kitelezd részei:
Ismerkedés a fluoreszcens mikroszkoppal, olaj-immerzids objektivek hasznalata.
Sejtmagpreparatum vizsgalata Dapi festéssel, a kromatin formak felismerése, jellemzése.

Sajat sejtpreparatum (szajnyalkahartyarol) készitése fluoreszcens mikroszkopiahoz. A kenet
epithel sejtjeinek jellemzése, sejtmagok kromatin formainak besorolasa.

Referenciak:
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