Kis Petik Katalin
Semmelwels Egyetem

Biofizikai €¢s Sugarbiologiai Intezet

2012.aprilis 23



makro

Head of a pin
1-2 mm

Human hair
= 50 um wide

Red blood cells
with white cell

~25um

DNA
~2 nim wide

—_—

-ag——— The Nanoworld — s --—— The Microworld

D0 p—

10'm

0Zm =

109 m

104 m
105 m  [—
104m

107 m  [—

(108 m [

05m  jm—

100 m

1 meter (m)

01m
100 mm

0.01m
1com
10 mm

1 millimeter (mm)

Mictozlgctromechanical Systems

I 1000 um wide

0.1mm

100 um

0.01 mm

10 um

Red nlood cells
Follen grain
1 micrometer fum)

Visible spectrum

0.1 um
100nm

0.01 um
10 nm

1 nanometer (nm)

01nm

&iotrs of silicon
spacina ~tenths of nm



érdekes,
de nehezen lathatd

| s e
~ Anano¢ %I/

nMikroszkop
o 2nm

25 nm

RIBOSOME

6.0 nm

WATER MOLECULE
L4 nm

2.4 nin

molekulak

_——AMINO ACID
@ 0.8 nm

e PR

£

ESCHERICINA COLI
Flagellum——

15 nm diameter
10000 nm long

—"200nm

_—RIBOSOME
-

25 nm

CHLOROPLAST
2K} nm
SN nim

MITOCHONDRION

500 nm

sejtek, szovetek



A fenymikroszkop

* egyszerl: nagyito, lupe
* Osszetett: objektiv €s okular

* specialis kontraszt:

/////

* modern: optikai “szeleteld” (konfokalis, multifoton)
* egyedi molekulak
* meg ujabb: szuperfelbontas (STORM, PALM, STED)



Antoni van Leeuwenhoek
(Thonis Philipszoon) 1632-1723
1674-ben egyszeru mikroszkopot keszit

mikrobakat figyelt meg
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Ernst Karl Abbe (1840-1905)

Fizikus és tarsadalomreformer
1S volt.

Az optikai eszk0zok gyartasat
tudomanyos alapokra helyezte.

a felbontoképesség fizikai hatara
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Abbe elv

A mikroszkopban akkor €s csak akkor tudunk feloldani ket
targypontot, ha a diffraktalodott fényhullambol a
fomaximumon kivul legalabb az els6 rendben elhajlott
fény 1s részt vesz a képalkotasban.

S=061-\/(n-sinm Airy korongok
’ ( ) point spread function @

Hallgatolagos feltevések:

a minta kilonbozo részeirdl egyszerre alkotunk kepet;

a minta részleteit ugy kulonboztetjik meg, hogy a roluk
jovo fény a letrejovo keépben megkiilonboztethetd
képpontokat (foltokat) ad.




PSF:point spread function
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Fluoreszcencia mikroszkop

/ S S
molekularis kifestékonyv
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HelLasejtek: peroxiszo
EGFP, mitokondrium,
magok: Hoechst

detektalas

oldali
- szinszlrd
=

gerjesztés oldali
szinszird
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gér veseszovet o fluoreszcecns minta



Az 1dealis fluorofor (festek)

kicsi

hidrofil

megfeleld helyen nyel el és emattal

nagy Stokes eltolodas

specifikus kotodes (biotin/avidin, His-tag/Ni,

antitest/antigén NH_, SH)

fenyes (abszorpcio*fluoreszcencia hatasfok)
nem, vagy lassan ¢g ki
nem csinal fotokémiai reakciokat

nem pislog




Fluoreszcens kvantumpottyok

késziilt knavtumpottyok
fluoreszcenciamikroszkopos
képe

A kvantumpottyok meérete
hatarozza meg az emittalt
fluoreszcencia szinét.

(b) tiz eltérd méretli, ezedrt
elérd szinben fluoreszkalo
CdSe/ZnS kvantumpotty




Fluoreszcens kvantumpottyokkel jelolt
rakos daganatok
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Fluoreszcens feherjek

Aequorea victoria Acropora millepora
(meduza) (korall)



GFP (Green Fluorescent Protein)

2008. ¢évi kémiai Nobel dij

Osamu Shimomura — a '60 as ¢vekben Y i
izolalta és elkezdte tanulmanyozni AvY & )\
Martin Chalfie — 1994-ben génkifejezddés Y
indikatorakeént hasznalta

Roger Y. Tsien — 1995-ben eldallitott az
els0 javitott valtozatot



GFP (Green Fluorescent Protem) | ;/
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Green Fluorescent Protein Fluorophore Maturation
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emisszio: 507 nm

EGFP: a S65T pontmutacio a nem UV kozeli 488 nm-es gerjesztést

eredményezte
viszont pH érzékeny...
EYFP: a RTG diffrakcids szerkezetbodl latszik, hogy a Thr203 kozel

van a kromofdorhoz, Trp-ra cserélve sarga lesz
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Normalized Spectral Profiles

Normalized Spectral Profiles

A fluoreszcens feherjek sokfelesege

Spectral Profiles of Common Fluorescent Proteins
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Spectral Profiles of Orange and Red Monomeric Fluorescent Proteins
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A kep teljes egeszeében fluoreszcens feherjeket kifejezo

Wavelength (Nanometers)

baktériumokkal van festve.




Fluoreszcens jeloldo modszerek

s
parhuzamos alkalmazasa 7
Z s
Excitation (nem]: 800 (2 phalon) SRE L e | BT
Emission {nm]:  210-450 S00-530 BA5-545 ER(-E20 i
Flugrophdans: HsBohil GFP Q565 ReAsH Gy
Targating: direct alMinity gertic irEnura penlic TG
Target:

Siruchure:

Ot kiilonb6z6 modszerrel
megfestett HeLa sejtek.

A vonal 20 um hosszu.




Fluoreszcenciat hasznaldo modszerek

* egyedi molekulak: pl. TIRF
* lézeres szkenneld: optikai “szeletel”
* konfokalis mikroszkop

* multifoton mikroszkop

* meég Ujabb: szuperfelbontas
* lokalizacio STORM, PALM
* PSF-alakitas STED

* letapogatas: NSOM



TIRF

Total Internal Reflection Fluorescence

csak egy vekony szelet, a minta alja lathato
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Cell Focal Adhesions in Widefield and TIR Fluorescence

Figure 5



FRET (Forster Resonance Energy Transfer)

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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Fluoreszcens indikatorok

SN
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Ioncsatorna mitkodése
a hely1 1onkoncentra-
c10 merése alapjan

Ionkoncentracio és
konformacios valtoza-
sok egylittes merese



FLIM- fluoreszcencia elettartam kep
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A sample is flashed many times by a short
duration laser source

The histogram of the time intervals
between the excitation flash, and 15
emitted photon is measured
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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

modulation

Modulation



Confocal Two-Photon
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Egyfotonos ¢s ketfotonos gerjesztes

A N

—~ \ 7

Miért jobb a kétfoton gerjesztés?

-csak a fékuszban gerjeszt
(femtoliternyil)

-kevésbé szérddik a hosszabb
hulldmhosszd gerjesztés (szovetbe
bejut)

-beépitett szelekcid, optikai
szeletelés, 3D rekonstrukcio

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

-kevésbé ég a minta

- autofluoreszcencia (festék nélkiil
is latszik)
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GREEN: autofluorescence from NADH

RED: 70 kDa rhodamin dextrane (blood vessels)
*YELLOW: Lucifer Yellow (extracellular area)
*BLUE: Hoechst (nuclei)

0 um deep, the capsule
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Renin termelodés a vesében

immunoszupresszans kezelést kovetden
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A festékek eloszlasa




Z stack

a fékusztavolsagot valtoztatva



Veraramlas sebessegenek merése

line scan
1 ms/line, 0.05 pm/pixel
V~1-2 mm/s,
diameter: 7-11 ym e
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Mozgokep




Elolények fluoreszcencia mikroszkopos
tanulmanyozasa, nanosebeszet

Caenorhabditis elegans 302 neuronja koziil
egyetlen 1degsejt axonjanak atvagasa
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Szuperrezolucio (nanoszkop)

LOKALIZACIO
akar nm
pontosan!

=\ G+ (Fa2) 4 (Bmaitt

fotonszam, pixelmeret, hatter



Szuperrezolucio (nanoszkop)

Basic Principle of STORM Superresolution Imaging

STORM-stochastic optical reconstruction microscopy
véletlenszerlien megvilagitott szubpopulacié

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

Figure 1

FIONA fluorescence imaging with one-nanometer accuracy
SHRIMP single-molecule high-resolution imaging
SHREC single molecule high-resolution colocalization

PAINT  point accumulation for imaging in nanoscale topography



STED (stimulated emission depletion)

The Concept of Superresolution with STED Microscopy
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RESOLFT Concepts for Superresolution Microscopy
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lIrodalomjegyzék

ZEISS zelss-campus.magnet.fsu.edu/
NIKON WWW.mICroscopyu.com/

OLYMPUS www.olympusmicro.com/primer/

LEICA www.leica-microsystems.com/science-
lab/
Invitrogen WWWw.probes.com

SE Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet biofiz.sote.hu/



