1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a mikroszkopikus gombék a biotechnolégiai és ipari jellegli
kutatasok kozszerepldjévé valtak. Ezen fejlesztések miatt valt fontossa a gombak élettani
folyamatainak alaposabb megismerése. Ezek a kutatasok lehetnek az alapjai a gombak

kiilonboz6 gydgyszeripari és mezdgazdasagi alkalmazasanak.

a gombak akar a természetben, akar a fermentécios iparban gyakran szembesiilnek az
¢hezés jelenségével, ami kiilonb6zé mértékii autolizishez vezet. Ez utobbi, egy olyan nagy
hidroldz aktivitassal kisért sejtpusztuldsi folyamat, amely magéaban foglalja a sejtfal

lebomlésat illetve kiilonb6z6 mértékii degradacidjat. ( White és munkatarsai 2002)

Képelemzés alatt a szdmunkra értékes adatok kinyerését értjiik a kép(ek)bdl, féleg a
digitalis képfeldolgozasi technikak segitségével. A nagy mennyiségii adat miatt a
képelemzésekhez nélkiilozhetetlen a szdmitogép hasznalata, mely segitségével elvégezhetjiik
a kiilonbozd kvalitativ és kvantitativ méréseket a képeken. A Scanning elektronmikroszkoppal
keszitett képeket képelemz6 modszerekkel vald feldolgozéasa adatokat biztosit a kezeletlen €s

kezelt gomba hifa 6sszehasonlitd vizsgalatahoz.

Az adatokat feldolgozva grafikonos ¢és tablazatos formaban reprezentéalhatjuk a kapott
eredményeket. A kapott adatokat kiértékelve kapunk informaciot az agens, vizsgélt anyag

hatasarol kiilonb6z6 nagyitasokkal készitett képeken.



2. célkituzés

TDK dolgozatunkban célul tiiztiik ki az Aspergillus nidulans autolizisének képalkotd

¢s képelemz6 modszerekkel torténd bemutatdsat, és elemzését.

Az Aspergillus Nidulans pasztazé elektronmikroszkoppal torténd képalkotési
folyamatainak bemutatésat, ¢s ezen keresztiil a pasztazo elektronmikroszkop bemutatasat, a
képelemzdi mddszerek, technikdk prezentalasat, és ezen képalkotoi és képelemzdi

vizsgalatok fontossagat a modern kutatasban.

A vizsgalt gombfaj képeinek mindségi és mennyiségi elemzését és dsszehasonlitasat,

¢s az eredmények kiértékelését az autolizis és a tovabbi vizsgatok segitéséhez.

Az aspergillus nidulansnak, mint az egyik leggyakrabban hasznalt modellszervezetnek

a bemutatasat, elméleti attekintését.



3. Elméleti attekintés

3.1 Aspergillus fumigatus sejtfal osszetétele

Az Aspergillus fumigatus [1 és b (1,3)-gliikanokat, kitint galaktomannant , é¢s B (1,3),
(1,4)-gliikant tartalmaz] enzimek koziil pedig, transzglkioziddzokat, és glikozil hidrolazt,
amik felelések a  bioszintézisért és atalakitasért. Az Osszehasonlitd elemzés a cella falan

betekintést nyujt a conidium €s a micélium patogén szerepébe.

Az aspergillus lamentous gomba, In vitro €s emberi parazita. A gombasejt a sejtfal
funkciondlis és ateresztd képességére tamaszkodik. Az A. fumigatus, mint mas patogén
gombak, a cella falan folyamatosan kapcsolatot tart a befogadd sejtekkel és fehérjékkel, €s
ugy miikddik, mint egy szita, a molekulak pedig igy, mint egy viztarozo. A gomba antigénjei
¢s enzimjei, aktiv szerepet jatszanak a fert6zésben [1]. SOt, a sejtfal van egy olyan, fizikailag
kemény rétege, amely védi a gombasejtet a kornyezetétdl, kiilonésen a tiidoben, ahol a
micélium ¢€s conidial sejtfal jelentds szerepet jatszik a tiidé fagocita gyilkos mechanizmusai

ellen.

Az Aspergillus fehérjevizsgélati tanulmanyai arra utalnak, hogy ellentétben az élesztdvel ,
az A. fumigatus sejtfal a fehérjéket nem kovalensen koti, kik6tok a sejtfal poliszacharidok. Az
A. fumigatus f0 szerkezeti elemei olyan sejtfal poliszacharidok, melyek két csoportra
oszthatok, attol fliggden, hogy hogyan oldédnak lugos kdzegben. A ligos kdzegben foleg a 1
(1,3) — gliikkan frakcidk oldhatdak, és néhany galaktomannan (W. Morelle et al. nem publikalt
eredmények). Az alkali-oldhatatlan toredék az A. fumigatus sejtfalaban talalhato, amirél gy
vélekednek, hogy ez felel a gomba sejtfal merevségéjért, bar még folynak a részletes
elemzések [6]. A Galaktomannan, kitin és a B (1,3)-gliikdn a f6 alkali elemei az oldhatatlan

frakcionak (1. 4bra).



1. abra

Poliszacharidok 0Osszetétele az alkali-oldhatatlan frakcid micélium sejtfalaban A.
fumigatus.
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A Galaktomannan kozponti ldncolatban 4ll, a mann6éz maradvanyok rdvid
oldallancban, B (1,5) —galactofuranos maradvanyokkal [7). A lineéris B (1,3) / (1,4)-gliikkant,
korabban soha nem lirtak le gombaknal, de kideriilt, hogy az A. fumigatus 10%-a teljes b-
glilkan. A Kitin, a galaktomannan és a linearis b (1,3) / (1,4)-gliikan kovalensen kapcsolodik
a nonreducing végén a b (1,3)-gliikdan oldallanchoz. A Kitinen keresztiil kapcsolodik A B
(1,4) és a B (1,3)-glikan. A galaktomannan és a glilkan érzékeny Osszekapcsoldsa az
acetilozis, arra utal, hogy a galaktomannan a glikdn 1 (1,6)-on keresztiil kapcsoodik. A
rendelkezésre 4llo 1 alkalmas endo-mannanaz hidnya megakadalyozta a kémiai kapcsolat
azonositasat a kozotti galaktomannan €s a B (1,3)-gliikkan kapcsolata kozott. Galactozamino-
galaktant is taldltak a sejtfal alkali-oldhatatlan frakcioi kozott [6]. Ezt heteropolimer
emlékeztet egy hasonld poliszacharidra, amit az A. parasiticus valasz ki [7,8]. Az A.
fumigatus kultirdban, a galaktéozamin polimer is megtalalhatd Ltrate kisérletei szerint,
(Fontaine T., nem publikalt eredmények), ami gyorsan oldodik. a mai napig Nincs bizonyiték

arra, hogy ez a polimer kovalensen kapcsolodik az egyéb sejtfal polimerekhez. A tudomany



jelenlegi allasa szerint az A. fumigatus bioszintézisében eléfordul a szerkezeti poliszacharid.
A conidium sejtfalnal. Erdekes, hogy az alkalmazott modszerekkel valo tanulmanyozas soran
a conidial sejtfal eltér a micélium sejtfalatol. Habar a cella falan a konidiumok €s micélium
szerkezete kiilonbozik (2. dbra), nagyon kevet tudunk a conidium poliszacharidok konstitutiv
vegyi szervezOdésérol.. Az A. fumigatus sejtfalanak legkiilsé rétegét az Osszefonodott
conidium jelenléte jellemzi (3. abra). Ez a réteg, amely hidrofob fehérjék bol all, és hidrofob

tulajdonsagokkal ruhdzza fel a sejtfalat.

Az A. fumigatus konidiumok gén fehérjéit a rodlet RodAp gének kodoljak. Az A.
Fumigatust mar klénoztak €s egy mutans kevésbé fert6zé torzset hoztak létre [9]. Az A.
fumigatus, ekkor rodlet réteg képzddését eredményezi, aminek a vége az, hogi a konidiumok

hidrofilabbak , mint a sziilé1 torzs [10].



2. Abra

A sejtfal ultrastrukturalis jellemzéi (CW) a micélium (a, b) és conidium (c-e) A.
fumigatus. 1, c, pasztazé elektronmikroszképos felvételek, b, d, transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételek szakaszok a conidial és micélium sejtfal (jegyezziik meg

a stirti melanin kiils6 réteg

, vissza-szort elektron mikrokamera felvétele egy conidiumrél, amin jeldlve van a laminin-
ellenes antitest és fehérje, laminin a-arany részecskék (fejek nyil) (Tronchin G. Jovoltabol), f,
a szén-gyurma, a conidial felszini rodlet szerkezete .Az A. fumigatusra jellemz6 a melanin
komponens [12,13]. A melanin conidiunak nagy szerepe van a sejtfal védelmében a fagocita

reakciokkal szemben a fagoszoman beliil.



3. 2. morfoldgiai jellemzok

Az Aspergillus nemzetségben abban kiilonboznek a vezikuldk, hogy a konidiopor hegye
(Szar) felduzzadt, csapagyas phialides (metulae),és egy-vagy két sorozat alkotja. A phialides
oszlopos vagy eltérd elagazo lanct konidiumokat alkothat. A konidiumok is kapcsolodgatnak
egymashoz egy kotdszoveti hiddal (disjunctor), amely lehet feltiind, vagy szinte lathatatlan. A
gomba Koloniak altaldban gyorsan novekvd, porszerli, fehér, zoldes-sarga, barna vagy fekete
szinliek. A legtobb Aspergillus faj csak asszexualisn képes szaporodni; szexudlis allapotat
(Teleomorph) csak néhany fajnak ismerjiik. A teleomorph az Aspergillusnal egy kerek, zart
szerkezetli (Un. cleistothecium)-ban megy végbe, mellékelve Szamos ASCI amely
tartalmazza a aszkosporakat. Amikor az cleistothecium szétreped, a ASCI szétterjednek a
kornyezetben. A legtobb esetben, ASCI a 8 — sporat tartalmaz. Szinte az Osszes ismert
Aspergillus faj homotallikus cleistotheciat alkot. valtozo a cleistothecia mérete, szine, alakja
¢s megjelenése a kiilonboz6 fajoknal. A cleistothecia kiilsd boritasa egyes fajoknal pl A.
nidulansnal hifak laza haldzatabol all, ami elliptikus vagy gomb alaku. A vesicula sejtek fala
nagyon vastag, szinte elpusztitotta a sejtek lumenjét (Hiille sejtek). Jelenleg mintegy 180
elismert Aspergillus faj van Az. Aspergilli talan a leggyakoribb csoport a gombdk az ember
kornyezetében. Sok faj megtaldlhatdo sokféle szubsztratummal, mint a talaj, takarmany
termékek, kiillonb6zo tipust €lelmiszeripari termékek, por, és a bomld szerves tormelék. Az
Aspergillus fajok szerepet jatszanak az Ujrahasznositdsban is, szén €s nitrogénforrdsok. Az
Aspergillus fajok szdmos szerves komponenst emésztenek, pl.. cukrok, zsirsavak, fehérjék,
celluléz, pektin, €s xilol (32). Az Aspergillus koldénia morfologiaja a tanult karakterek koziil a
légi vagy micélium alakot mutatja, a ndvekedés ardnya, a koldénia megjelenése kiilonbozet
abban, hogy nehéz vagy erdsen korlatozott, vagy vékony ¢€s diffuz, egyenletes €s teljes vagy

szabalytalanul karéjos vagy belemertil a texturaba €s a felszini ndvekedeést preferdlj.,.
3.3 fumigatus morfolégia

Kolonidk nagyon gyorsan terjedtek kozéptavon(5,0-7,0 cm-es 10 nap utan
szobahOmérsékleten), lapos, barsonyos vagy porszerii, alkalmanként floccose,. A Conidial
fejek erdsen oszloposak és kompaktak, sokszor slirlin zsufoltat. A Conidiospdra sima fala,

viszonylag rovid, 300 mm hosszu €s 5-8 mm széles, kupola alak 20-30 mm atmérdjii ciszta.



4. Anyagok és modszerek

4.1 . A pasztazo elektronmikroszkop

A pasztazod elektronmikroszkép (SEM, Scanning Electron Microscope) az egyik
leghatékonyabb legnagyobb nagyitasi tartomanyt (~10X- néhany 100.000X) atfogo
(folyamatosan megjelenitd) eszkdz a szabad szemmel lathatatlan targyaknak ill.
targyrészleteknek nagy mélységélességgel €s sztereo jelleggel valdo megjelenitésére.

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

az elektronsugar €s a targy kolcsonhatasaként szamos, az anyag adott feliiletére jellemzd
tipust jel keletkezik, lehetdvé valik a minta kiilonboz6 tulajdonsadgainak képszerti
megjelenitése, vagy a vizsgalt anyag tulajdonsdgainak, a vizsgalati teriilet helyének — képileg
1s azonosithaté — meghatarozésa. (34) A SEM-et szokas a fénymikroszkopokkal, Gjabban az
AFM-el 6sszehasonlitani. Nyugodtan kijelentheté azonban, hogy mindezeknek az
eszkozoknek megvannak az egyedi €s potolhatatlan funkcidjuk és nem konkurensei, hanem
kiegészitdi egymasnak. A SEM-nek folyamatosan valtoztathatd a nagyitasa, nagy
(nagyitastol fliggden) a mélységeélessége, van elemanalitikai lehetdsége (EDS, WDS esetleg
AES), van szerkezetvizsgalati lehetdsége (EBDS, stb.), egyszerti a mintak elokészitése,
nedves minték, €16 szervezetek, fagyasztott minték is vizsgalhatok, a képfeldolgozas és
képtarolas lehetdsége a képalkotas elvébdl kovetkezik, nanotechnoldgiai megmunkald

eszkozként 1s hasznosithato.



4.2 A pasztazé elektronmikroszkop optikai rendszerének felépitése

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

detektaljuk)

Mig a hiradastechnikaban fenti jelek idObelileg kovetik egymast, addig a mikroszkop targya
térbelileg elrendezett elemekbdl all. Ezt a pasztazas elve segitségével idOben egymast kovetd

elemekre bontjuk fel, hogy azutdn a végsé megjelenitéskor ismét dsszeépitsiik.

A fénymikroszkopi kép esetében az informaciokat a fényhullam hordozza: Az
elektronmikroszkopok esetében (tipusuktol fliggetlentil) egy adott, a nagyfesziiltség altal
meghatarozott hulldimhosszal vizsgalunk, azaz egyszinii képet kapunk. Mig a szem a
frekvenciat (a szint) €s az intenzitast (az amplitudé négyzetét) képes €szlelni a scintillacios

képernyOn csak az intenzitas kiilonbségek segitségével vizsgalunk.

A kép ereje abban van, hogy elemeit egyidejileg latjuk. A képek mindségét kiilonbdzo
fogalmakkal jellemezziik. A képen egy részletet (foltot) akkor észleliink, ha az a
kornyezetétdl vilagossag (vagy szin) tekintetében eltér. Ezt az elkiiloniilést kontrasztossagnak
nevezzilk. A hirtelen d&tmeneteket nevezziik a kép ¢lességének. A részletek szélei a konturok.
A kép kielégitd ¢lességét a kontar €lességbdl allapitjuk meg. A kozeli és tavoli targyrészletek
¢lessége a mélységélesség. Fontos szerepe van a plasztikussagnak, amit arnyékhatassal
novelhetiink. Mindezen minden mikroszkopi eljarasnal érvényes kifejezéseknek a pasztazod
elektronmikroszkop esetében kiilonleges tartalma van. Az alabbiakban néhany fogalmat a

pasztazo elektronmikroszkop szempontjabol értelmeziink:

Felbontoképesség: Erzékszerviink a szem teljesitménye korlatozott. Egy targy két szomszédos
részletét, ha a bel6liik jovO fénysugarak 1 szogpercnél kisebb szoget zarnak be, nem tudjuk
feloldani. A pasztdzo elektronmikroszkop esetében a felbontoképesség az elektronnyalab
méretének a fliggvénye. A nyaldbatmérd, csokkentése azonban az nyaldbaram csdkkenésével
jar egyiitt. Ez pedig egy kritikus hataron tul egy zajos képet eredményez. A kiilonb6z6

pasztazé elektronmikroszkopos eljarasoknak kiilonb6z6 az aramigénye.

Az elektronforrasok fényessége: a katdédok mindségének javitasdval ndvelhetd. A katodok

mindségének javitdsa azonban megkdveteli a vakuum javitasat is.



szférikus aberracids koefficiens. (Az elektromagneses lencséknél is megtalalhatok a lencse

hibdk: a szférikus aberracio, a kromatikus aberracio és a diffrakcios hiba.)

Mélységélesség: A mélységélesség annal nagyobb mennél kisebb a nagyitds. A kép nagyitasat
a katddsugarcsd képernydjének szélessége €s a mikroszkopban pasztazott teriilet
sz¢élességének hanyadosa adja meg. Adott nagyitason a nyalab széttartasat az objektivblende

sugara ¢s a munkatavolsadg hatarozza meg.

Kontraszt:Két képpont kdzotti kontrasztot a két képpontbol érkezd jel intenzitasa hatdrozza

meg.
4 .3 A pasztazé elektronmikroszkop felépitése és legfontosabb részei

A pasztazo elektronmikroszkop, mint 4ltalaban az elektronsugarral dolgozo berendezések
vakuumban dolgoznak. A vdkuumra nemcsak az elektronsugar eldallitasa és akadalytalan
terjedése érdekében van sziikség, de a minta szennyezddésének elkeriilése érdekében is. A
vakuumtéren beliil talalhato az elektronforras (katod), az elektronok iranyitasaban szerepet
jatsz6 Wehnelt henger (aperttra) és andd, a fokuszalast végzd elektromagneses kondenzor
lencse, a lencsehibédkat korrigald stigmatorok, az elektromagneses objektiv lencse, az eltérités
céljait szolgaldo magneses tekercsek, a mintatart6 €s a kiilonb6zo jeleket felfogod detektorok.
Az elektronikus egységeknek: Az elektronforrast biztositd nagyfesziiltségli tapegységnek, a
lencsék aramat biztositd egységeknek, a pasztazast iranyitd generatoroknak, tovabba a jel
erdsitésére €s a jelek TV képernyOn torténd visszajatszasara szolgalo egységeknek mind

nagyon fontos a szerepe. Mindségiik és paramétereik hatarozzak meg a képalkotas mindségét.

4.4 Nagyitas

A pasztazo elektronmikroszkop nagyitasa akar 5-6 nagysagrendben is valtoztathato, a
koriilbeliil 10-szerestél az 1 000 000-szoros nagyitasig. Az optikai €s a transzmisszios
elektronmikroszkopoktol eltérden a nagyitast nem a targylencse nagyitdsa hatdrozza meg. Bar
a pasztazo elektronmikroszkopokban is lehet kondenzor és targylencse, szerepiik nem a targy
leképezése, hanem a sugarnak egy pontra fokuszalasa. Feltételezve, hogy az elektronagya
elegendden kicsiny atmérdjii sugarat képes kibocsatani, a pasztazé elektronmikroszkop
elviekben képes lenne kondenzor €s objektivlencse nélkiili miikodésre, bar ekkor nem lenne
tulsdgosan flexibilis, €s nem lenne képes nagy felbontast elérni. A nagyitast a PEM-ben a
mintat letapogato raszternek ¢és a kijelzé méreteinek ardnya hatarozza meg. Feltételezve, hogy

a kijelzésre hasznalt képernyd mérete adott, nagyobb nagyitas a raszter méretnének



csokkentésével érhetd el, illetve forditva. Emiatt a nagyitas az x, y pasztazo tekercsekre adott

arammal, vagy az x, y eltéritd tekercsekre adott fesziiltséggel valtoztathatd. (56)(57)

4.6 A pasztazé elektronmikroszkop felbontasa

A pasztazo elektronmikroszkop térbeli felbontdsa a mintét érd elektronnyaldb atmérdjétol
fiigg, ami viszont részben az elektronok hullimhosszatol részben a pasztazo sugarat létrehozo
elektronoptikai rendszertdl fligg. A felbontast korlatozza nyalab-minta kdlcsonhatasi térfogat
illetve az, hogy ez a térfogat milyen mértékben 1ét kolcsonhatasba a nyalabbal . Mind a sugar
atmérdje mind az interakcidba 1épd térfogat nagy az atomok kozotti tavolsaghoz képest, igy a
PEM felbontésa a révidebb hulldimhosszisagl (vagyis nagyobb energiaji) transzmisszids
elektronmikroszkopéval (TEM) ellentétben nem elegendden nagy az egyes atomokrol torténd
képalkotashoz. A PEM-nek vannak viszont eldnyei, példaul az, hogy a mintanak relative nagy
feliiletét képes leképezni, nemcsak vékonyrétegekrdl, hanem vastagabb anyagokrol is képes
képet alkotni. A miiszertdl fliggden a felbontas 1 nm és 20 nm kozé eshet. 2009-ben a

legnagyobb felbontast 0,48 nm volt 30 kV mellett (Hitachi S-5000).(56)



4.6 Mintakészités és mintapreparalas

Mivel a pasztdzo elektronmikroszkopot igen széles korben alkalmazzék a preparacids
technikéknak is igen nagy a valtozatossadga. Rovid 0sszefoglalonk csak a szervetlen szilard

anyagok vizsgalataval foglalkozik. A mintakészitésnek harom alapelve van:
1. A minta feliilete mindig tiszta kell, legyen.

A SEM a minta feliiletét vizsgalja ezért akarmilyen modon allitottuk el6 a feliiletet: toréssel,
polirozéssal vagy vagéssal, gondoskodnunk kell a feliilet tisztasdgardl. A polirozashoz vagy
vagashoz célszerli a mintakat bedgyazni. Bizonyos esetekben kémiai maratast, esetleg

ionmaratést alkalmazunk a zavar¢ feliileti szennyezddések eltavolitasara.

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

anyagok esetében is alkalmazhatunk gyorsfagyasztast.
3. El kell keriilniink a minta elektrosztatikus feltoltodését.

Mintankat elektronsugérzas éri, amelynek hatasara az elektronok egy része abszorbealodhat.
Amennyiben a minta rossz vezetd, helyileg elektrosztatikus feltdltédés allhat eld. Ez a
feltoltddés hibat okozhat a megfigyelésben. Az elektromos feltoltddéssel szemben, tovabba a
J6 kontraszt hatasok elérése érdekében alkalmazzuk a minta vékony vezetd réteggel (szén
¢s/vagy fémréteggel) valdo bevonasat. Erre a célra mind a hagyomanyos vakuumparologtatd
berendezések mind a katodporlasztd berendezések eredményesen alkalmazhatok. A
feltoltodést gatolja a kisfesziiltséggel vagy a szokasosndl kevésbeé jo vakuumfeltételek mellett
veégzett vizsgalat is. Ez utobbi esetében a minta vakuumterét elvalasztjak az oszlop tobbi

részetdl és elkiilonitett szivast valositanak meg.



4.7 . A pasztazo elektromikroszkop elonyei és korlatai a felszinek szerkezetének

vizsgalataban

Anyagfelszinek vizsgalatara fénymikroszkopon felsé megvilagitasa

optikakkal, transzmisszios elektromikroszkopon pedig a felszinrdl készitett lenyomatok
(replikak) kozvetitésével van lehetdség. A fénymikroszkop szerényebb felbontoképessége
mellett azzal az eldnytelen tulajdonsaggal is bir, hogy mélységélessége igen korlatozott. Ha
példaul a fénymikroszkdp 1 um-es felbontassal dolgozik (azaz az alkalmazott optika
nagyitasa 100-szoros), mivel az objektiv altal latott részleteket minimalisan az emberi szem
felbontoképességének hataraig kell nagyitani (100x1 um = 0,1 mm), az optikai tengelyre
merdlegesen elhelyezkedd kb. 1 um mélységl térrészlet lathatd egyszerre €élesen: azaz a
mélységélesség és a felbontdoképesség tavolsagban kifejezve azonos nagysagrendiek. A PEM
mélységélessége ilyen felbontdsnal 7000 pum=7 mm is lehet, de még 10 nm-es vagy jobb
felbontasnal is tobb szazszorosa a mélységélesség a feloldas tavolsagban kifejezett értékének.
A fentiek szemléltetésére: ha a PEM-on 100-szoros nagyitasban egy 1x1 mm-es anyagfelszint
vizsgalunk, egy latotéren beliil akar 7 mm mélységkiilonbségli mintarészek is egyszerre
lathatok élesen. FM-on ezt 7000 egymas folotti latotér atnézésével helyettesithetjiik.”) Ebbél
kovetkezden egy mélységében erdsen tagolt felszin vizsgéalatanal még az FM nagyitasi
tartomanyaiban is elénydsebben hasznalhat6 a PEM. Kiilonosen fontos a nagy
mélységélesség, ha nem csupan a vizualis megfigyelés, hanem a felvételeken valo
dokumentalas is célunk. Ez utobbinal a PEM olyan lehetdséget ad, ami a FM-nal a kis
mélységélesség miatt nem oldhatd meg: ez pedig a nagy nagyitasu sztered-képparok
készitése. A felszinek vizsgéalatanal a PEM-okkal — a legjobb felbontoképességet biztositd
szekunder elektron tizemmddban sem lehet elérni a TEM-ok felbontdképességét. (Ezek ma a
kereskedelmi forgalomban — elfogadhato aron — kaphat6 késziilékeknél 3—1 nanométer
felbontas koriil jarnak.) Ez fligg a vizsgalt anyag tulajdonsagaitol is. Ha a vizsgalt anyag jol
vezetd fém, csak tisztitasra és megfeleld vizsgalati felszin kialakitasara van sziikség, igy a
PEM-ok vagy a hozzajuk csatlakoztatott analizatorok tulajdonsagai kdzel maximalisan
kihasznalhatdak. A nem vezet6 — igy a bioldgiai mintak — esetében viszont a torzitasmentes
szaritas (58) mellett a vezetOképességet javitd eljarasok (ami a leggyakrabban
vakuumgdzoléssel torténd(59) egyenletes vezetoréteggel vald beboritéast, vagy kiilonleges
kémiai kezelést (60) jelent), valamint az, hogy a mintdk vakuumtérben vizsgalhatéak, nagyon

bonyolult, eszkdz- és munkaigényes elokészitési eljarasokat igényelnek.(51)(61)



5. Anyagok és mdédszerek

Az Fiji egy nyilt forraskoédu Java-alapu képfeldolgozo rendszer. Futtatdsa barmely
platformon lehetséges asztali alkalmazasként, vagy akar online applet-ként is. A program
hasznalatdhoz Java 1.4 futtatokdrnyezet sziikséges. A program szdmos kényelmi funkcioval
rendelkezik. Makrok irasaval tobb miiveletet egymas utan fiizhetiink, és ha nem lenne
elegendd az igy elérhetd funkcidok szama, akkor akar sajat plugint is irhatunk a programhoz.
Az Fiji-t akar fiiggvénykonyvtarként is hasznalhatjuk. A Fiji az egyik leggyorsabb, Java
futtatokornyezetet igénylé program, mely képes szlirni egy akéar 2048x2048-as felbontast
képet 0,1 masodperc alatt. Ez kb. 40 millio pixel / masodpercnek felel meg.

Tobb adattipust is tamogat, ilyenek a 8-bites sziirkearnyalatos, illetve indexelt szines, 16-bites
eléjel nélkiili egész, 32-bites lebegd pontos és RGB szines adattipusokat. Szadmos
képformatumot tamogat: TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS. Masféle formatumok a
plugin-ok segitségével nyithatok meg. Az Imagel-ben elérhetd kiilonbozé eszkozok
segitségével képeket megjelenithetjiik, nagyithatjuk (1:32-t61 32:1-1g) €s gorgethetjiik.

Az épp aktiv képen kijelolhetiink teriileteket. A kijelolések lehetnek téglalap, ellipszis, illetve
szabalytalan alakuak is. Kijelolés utan a miveletek a kijelolt teriileten hajtédnak végre.
Mérhetiink teriiletet, atlagot, szorast, kivalaszthatunk egy adott pontot vagy a teljes képet.
Szamolhatunk hosszisagot ¢és teriiletet, melynél hasznalhatunk valdés mértékegységeket, mint

példaul a milliméter.

A Fiji-ben talalhat6 tobb képjavitd, helyredllitd muvelet. Tobbek kézott tudunk simitani, €lt
detektalni, medianszlrést, illetve kiiszobolést végrehajtani 8-bites szlirkedrnyalatos €s szines
képeken is egyarant. A fényerd €s a kontraszt interaktivan allithaté. A rendszer képes
geometriai miiveletek futtatasara. Képrészletet vaghatunk ki, skalazhatunk, atméretezhetiink.
Egy Stack-ben helyezhetjiik el az 6sszefliggd képeket, amikor tulajdonképpen egy kiilonallo
ablakba toltjik be a képsorozatot. Egy ilyen kiilonadllo Stack egyetlen paranccsal
létrehozhato. Nyissunk meg egy mappat, mely tartalmazza a képeket, majd az Image>
Stacks> Images to Stack paranccsal 1étrehozhatjuk az ablakot. Ez a Stack opci6 akkor fontos,
ha egyszerre tobb képen szeretnénk elérni ugyanazt a valtoztatds (példaul: hisztogram
ekvalizacid) vagy az Osszes képen egyszerre szeretnénk kijeldlni képrészletet illetve mérni

(példaul: thresholding).



6. Eredmények és kiértékelés

A Scanning elektronmikroszkopos, atlagolt képeket a Fiji programban a File>Open
paranccsal importalhatjuk. A kovetkezd ablakban kivalasztjuk a 8-bites opcidt, mellyel a

képek méretét csokkenthetjik anélkiil, hogy informaciot veszitenénk az elemzés

szempontjabol.

3. abra: 8-bites kép

Kovetkezo 1épésben a Process> Find edges paranccsal a képeken taladlhatd éleket
emelhetjik ki. Ez azért fontos, mert a sejtfal allapotara vagyunk kivéancsiak, és ezzel a
paranccsal a sejtfal konnyedén kiemelhetd. Azonban az igy kapott képen a pixelértékeket meg

kell forditanunk, mely az Image> LookUp Tables> Invert LUT opcional elvégezhetd.

4. abra: A gomba hifa a Find edges és az Invert LUT hasznalata utan



A tovabbiakban célunk az elérhetd szinfelbontds lehetd legjobb kihasznalasa. Hisztogram
kiegyenlitéssel a kép hisztogramjat hasznaljuk a kontraszt bedllitasdhoz. Ez a moddszer
megnoveli a globalis kontrasztot a képen, foleg amikor a felhasznalhaté képi informaciok
kozeli kontraszt értékeket vesznek fel. Ezzel a kiigazitassal az intenzitas jobban eloszlik a
hisztogramon, igy az alacsonyabb kontrasztu teriiletek magasabb kontraszt értékeket vesznek
fel. Ennek eredményeképpen a leggyakoribb intenzitasértékek terjednek el a képen. Ez a

mivelet a Process> Enhance Contrast meniipontban érhet6 el.
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5. abra: A kép hisztogram kiegyenlités utan



6.1 Thresholding (kiiszobolés)

A leggyakrabban alkalmazott image processing eljardsok koz¢é tartoznak a
thresholding (kiiszobolés). "Foreground/Background" szétvalasztasi miiveleteknek is nevezik,
ami arra utal, hogy az eljaras a kép egy adott tulajdonsagéara koncentral, €s a tobbit eldobja.
Kiilonbozd sziirkeintenzitds értékek kivalasztdsaval megvaltozik a képi informacio. A
threshold értékek szegmentaljak a képet a szdmunkra érdekes képrészletre illetve hattérre.
Azok a pixelek piros szinliek a thresholdingnal, melyek sziirkeintenzitas értékei nagyobbak
vagy egyenldek az alsobb kiiszobértékeknél, valamint kisebbek vagy egyenléek a felsobb
kiiszobértékeknél (6. abra). A "thresholding"modszerét felhasznalhatjuk textira analizisre,
hatarvonalak illetve a képi alapjellegzetességek (feature) kiemelésére illetve a kép

elokészitését tovabbi mérésekre.

6. abra: A thresholded kép

A kiiszobolés utan kapott képen mar a program tud mérni olyan adatokat, melyekre
sziikségiink van (pl.: teriilet, keriilet). A mérni kivant paramétereket az Analyze> Set
measurements... meniipontnal valasztjuk ki. Az Analyze> Analyze particles opcioval
elvégezhetd a mérés, melynek eredményeképpen 1 kiilon ablakban megkapjuk a mért
adatokat. A mért eredményeket tdblazatos formaba kiexportalhatjuk az Excel programba, ahol

elkészithetjiik a grafikonokat.



6.2. grafikonok:

Sejtfal és hifa teriilet aranya a
kontroll és lizalt esetén
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1. abra: A kontroll és lizalt képeknél a sejtfal és a hifa teriilet aranya %-ban

A grafikonbol kideriil, hogy 500-as nagyitason a legnagyobb a kiilonbség a lizalt sejtfal

tertilete a teljes hifateriilethez képest, 6sszehasonlitva a kontroll hifan mért adatokkal.
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2. abra: Sejtfal keriilete lizalt osztva a kontrollal

A lizalt sejtfal kertilete osztva a kontroll sejtfal keriiletével kiillonboz6 nagyitasokon. Ebbo] azt
lehet lesziirni, hogy a lizalt sejtfal keriilete 500 as nagyitdson a legnagyobb, a kontrollhoz

viszonyitva, ami indokolja az adott nagyitason torténd tovabbi vizsgalatokat.
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3. abra: Sejtfal teriilete lizalt osztva a kontrollal

A lizalt sejtfal teriilete osztva a kontroll sejtfal teriiletével kiillonb6z6 nagyitasokon

szignifikans valtozast nem tapasztaltunk.



7. osszefoglalas:

kutatasunkban célul tiiztiik ki az aspergillus nidulans bemutatasat, autolizisének képelemzeését,
a pasztazo elektronmikroszkop, mint képalkotasi eszkoz jelentdségét a modern kutatasban €s
az azzal alkotott képek kielemzését. Kutatasaink igazoljak, hogy az Aspergillus nidulans az
egyik legrégebben hasznalt és legismertebb modellszervezet, a pasztdzo elektronmikroszkop
képalkotasi technoldgidja illetve a képelemezési eljarasok elengedhetetlenné teszik az eszkdzt
az ipari kutatas mellett a biotecholdgiai kutatdsban ¢és fejlesztésben, figyelembe véve azt,
hogy a modellszervezetet képalkotas €s képelemzés szempontjabdl 6tszazas illetve maximum
ezres nagyitason lehet atfogdoan megvizsgalni és bizonyitottan ezen nagyitasok a
legalkalmasabbak a gombék tovabbi kutatatasara. Prezentaltuk a képelemzési tetcnikak
fontossagat, ezen feliil grafikonokkal illetve abrakkal tdmasztottuk ala azt a feltételezést, hogy

a fent emlitett nagyitasok a legalkalmasabbak a vizsgalatokra képelemzés szempontjabol is.
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