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e egyszerl: nagyito, lupe

e Osszetett: objektiv €s okular

e specialis kontraszt:

ooooo

e faziskontraszt
e polarizacio
e fluoreszcencia

e differencial interferencia kontraszt

 modern: optikai “szeleteld” (konfokalis, multifoton)

 m¢g ujabb: szuperfelbontas



Antoni van Leeuwenhoek
(Thonis Philipszoon) 1632-1723 ’
1674-ben egyszert mikroszkopot keszit
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Fizikus és tarsadalomreformer
1s volt.

Az optikar eszk0zok gyartasat
tudomanyos alapokra helyezte.
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A mikroszkopban akkor €s csak akkor tudunk feloldani ket
targypontot, ha a diffraktalodot feényhullambol a
fomaximumon kiviil legalabb az elsd rendben elhajlott fény
1s részt vesz a kepalkotasban.
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point spread function

Hallgatolagos feltevések:

a minta kiillonb6zd részeirdl egyszerre alkotunk képet;

a minta részleteit ugy kulonboztetjik meg, hogy a roluk
jovo fény a 1étrejové képben megkiilonboztethetd
képpontokat (foltokat) ad.




Osszetett mikroszkop optikai 0tj 7/?
Sszetett m1Kroszkop optikai ugja

nagyitott okular
o e eye plece
minta forditott allasu, Y {p]
[o L2
G2bils Kép konjugalt pontok: P, P, Pl
o konjugalt sikok: Q, Ql, Qll
objektiv
objective lens
(L1)
, FEg-b [ G
ﬂ“: Qa2 Fu:. ‘-—-______________ I] .
| - B
| =
¥ P
R _ - o - e _,_:'_- "
| P P s
| 3 - F -__:-:-______-_-
nagyitott, i S
egyenes allasu,PY == nagyitas:

virtualis,
kep

|

Final image

a keép és a targy
nagysaganak aranya




w =
X7 i .4
Veégtelenre konzg?}/% //////%

Finite and Infinity Optical Systems

Focal Length FIBNE System
- (a)

On-Axis

PREL
Intermediate - :

Objective  Tube
je L lﬂfff Eyepiece



August Kshler
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Common Objective Optical Correction Factors
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10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat
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A numerikus apertur:
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Faziskontraszt __
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Polarized Light Microscope Configuration
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Differential Interferemz

polarizacié és fdziskontraszt kombmacha
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Helasejtek: peroxiszo
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Az 1dealis fluorofor (festek)

e kicsi
e hidrofil
* megfeleld helyen nyel el €s emaittal

* nagy Stokes eltolodas

e specifikus kotddes (biotin/avidin, His-tag/Ni,
antitest/antigen NH_, SH)

e fényes (abszorpcio*fluoreszcencia hatasfok)

e nem, vagy lassan ¢g ki

* nem csinal fotokémiai reakciokat

e nem pislog



Fluoreszcens kvantumpottyok

(a) CdSe-bol ZnS boritassal i
készult knavtumpottyok
fluoreszcenciamikroszkopos
képe

A kvantumpottyok meérete
hatarozza meg az emittalt
fluoreszcencia szinet.

(b) tiz eltérd méretil, ezedrt
elerd szinben fluoreszkalo
CdSe/ZnS kvantumpotty




Fluoreszcens kvantumpottyokkel jelolt
rakos daganatok
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Fluoreszcens feherjek

Aequorea victoria Acropora millepora
(meduza) (korall)
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GFP (Green Fluorescent Protein)

2008. év1 kemiar Nobel dij

Osamu Shimomura — a '60 as €vekben
izolalta és elkezdte tanulmanyozni ‘

Martin Chalfie — 1994-ben génkifejezodes
indikatorakeént hasznalta

Roger Y. Tsien — 1995-ben eldallitott az
elsO javitott valtozatot



A fluoreszcens feherjek sokfelesege

A kep teljes egeszeben fluoreszcens fehérjeket kifejezo
baktériumokkal van festve.



Fluoreszcens jelolo modszerek
parhuzamos alkalmazasa ,//

Ot kiilonbdzd modszerrel
megfestett HeLa sejtek.

A vonal 20 um hosszu.




TIRF
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; . . , , Total Internal Reflection Fluorescence
csak egy vekony szelet, a minta alja lathato
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FRET (Forster Resonance Energy Transter)

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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FLIM- fluoreszcencia elettartam kep

IdO alapu meres

intersity

h L
time

A sample is flashed many times by a short
duration laser source

The histogram of the time intervals
between the excitation flash, and 15t
emitted photon is measured
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Detector phase (0 - 360)

A sample is excited by a modulated light source

The fluorescence emission has the same frequency but is
modulated and phase-shifted from the excitation source
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Egyfotonos ¢s ketfotonos gerjesztes

Miért jobb a kétfoton gerjesztés?

-csak a fékuszban gerjeszt
(femtoliternyil)

-kevésbé szoraodik a hosszabb
hulldmhosszd gerjesztés (szovetbe
bejut)

-beépitett szelekcid, optikai
szeletelés, 3D rekonstrukcio

-a szort fluoreszcencia fényt is
ossze lehet gydjteni (csak a
fokuszbdl szarmazhat)

-kevésbé ég a minta

- autofluoreszcencia (festék nélkiil
is latszik)

-UV helyett lathatoban gerjeszt

- szimultdn gerjesztés
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GREEN: autofluorescence from NADH —_—N — -
RED: 70 kDa rhodamin dextrane (blood vessels) Fa L isiy = ‘!ﬂi

YELLOW: Lucifer Yellow (extracellular area) PN oA
BLUE: Hoechst (nuclei) e ad b

—

80 um deep

20 um deep

0 um deep, the capsule




Renin termelddés a vesében
immunoszupresszdns kezelést kovetden
multifoton mikroszkdpia

Tac kezelt

kontroll CyA kezelt

glomerulus + JGA
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sarga: lucifer yellow (tubulus); kék: Hoechest (mag)
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A festékek eloszlasa




Veraramlas sebessegenek merése

line scan
1 ms/line, 0.05 pm/pixel
V~ 1-2 mm/s,
diameter: 7-11 ym e o
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Eldlenyek fluoreszcencia mikroszkopos
tanulmanyozasa, nanosebeszet

Caenorhabditis elegans 302 neuronja koziil
egyetlen 1degsejt axonjanak atvagasa
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Korrelacios moédszerek
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Raszter kepben is van informacio
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Szuperrezolucio (nanoszkop)
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Basic Principle of STORM Superresolution Imaging

STORM, PALM

Centroid x
Manometers Manometers
-60 -60

Single-Molecule Superresolution Microseopy for Precise Localizafion

0 0
Centroid y

STORM-stochastic optical reconstruction microscopy
véletlenszerlien megvilagitott szubpopulacié

PALM-Photoactivated localization microscopy
fotoaktivalt szubpopulacio, méreés, inaktivalas ciklusok



STED (stimulated emission depletion)
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The Concept of Superresolution with STED Microscopy
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Irodalomjegyzék i

i
ZEISS zeiss-campus.magnet.fsu.edu/
NIKON WWW.mICroscopyu.com/
OLYMPUS www.olympusmicro.com/primer/
LEICA www.leica-microsystems.com/science-lab/

Invitrogen =~ www.probes.com

SE Biofizikai és Sugarbiologial Intézet biofiz.sote.hu/



