Modern mikroszkopos technikak
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A mikroszkopia rovid torténete

« mar az okori Romaban...vizzel toltott liveggomb « 1667: Robert Hooke - angol polihisztor - ,,Micrographia”, parafa cellai

« 1600-as évek elején: Zacharias Jansen -
teleszkop/mikroszkop feltalaloja
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Carl Zeiss (1816-1888)

Ernst Abbe (1840-1905)
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A hullamoptika alapjai

azonos fazis ellentétes fazis

ernyo

Huygens-elv

A hullamfront (gy terjed, hogy egy adott hullamfelilet minden pontjabol elemi
gombhullamok indulnak ki. A hullamtérben az Uj hullamfeliilet ezen elemi gombhullamok Young kisérlet

kozos burkoldja lesz.
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A felbontoképesseg korlatai...

1873: Ernst Abbe - a fénymikroszkop feloldoképességének elmeéleti korlatai
vannak
Abbe - elv: a mikroszkopban csak akkor kapunk képet, ha a targyon elhajlott

sugarak kozil a féomaximumon kiviil legalabb az elsérendben elhajlottak is
bejutnak az objektivbe, és ezek is részt vesznek a képalkotasban

tubus
i S11 0 objektiv
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54'3\ \ 1 0. 1./ //3 4'5
o felbontasi hatar - legkisebb d tavolsag, amely SO // o
tavolsagra elhelyezked6 targypontok még NN -' / /’f:///?:”‘/
kilonallo képpontokként képezodnek le AN / / .
\\Q ) a elhajlott
{: optikai racs, N\ g ougen

mint targy \

Ernst Abbe (1840-1905)
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Airy korongok - a feny hullamtermészetenek bizonyiteka

Egy fenypont idealis optikai lencsével
leképezett kepe az Airy korong

Keletkezese: A kep sikjaban fazisban
levo hullamok (bal oldal) diffrakcios
maximumot, mig 180" -kal eltolodott
hullamok minimumot hoznak létre
(jobb oldal).

Point Spread Function (PSF): A targy |
egy pontjanak kepek nem egy pont, J.

16041,

hanem egy adott intenzitaseloszlasu —
folt.

AIRY DISC DIAMETER = 2.44 \ f/#
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Mikor kiilonboztetheto meg ket kiilonallo pontszerd targy kepe?

Rayleigh -féle kritérium:

Két Airy disk éppen elkiilonitheto egymastol, ha a koztuk levo tavolsag (d) egyenlo az Airy disk sugaraval (r).
Masképp, ha az egyik Airy disk centralis maximuma egybeesik a masik els0 minimumaval
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Fluoreszcencia

AI_ S, +—J——  sugarzas nélkiili energialeadas

gerjesztés fényemisszio

EgEFjESItéS > Eﬂuureszcencia

_[7 So —
}Lgerjesztés < )Lfluureszcencia

Jablonski diagramm

Szingulett allapot Fluoreszcencia

Parositott spind

elektronok Fényemiszio spinvaltozas

nélkal! Stokes-eltolodas

Kasha szabaly: a fényemisszio a legalso gerjesztett
elektronallapot legalso rezgési nivojarol torténik
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Fluoreszcencia mikroszkop

Epi-Fluorescence Microscope Anatomy
Tube

Lens s detektor

Field Aperture
> okular

Diaphragm  Diaphragm
HBO 100

Fluorescence
Filter

Cube
e 1 —_] emisszios szird
e Capnousa T (pl. zold)
gerjesztési ! © .8
szlrd
Figure 6
izz6lampa (pl. kek)
(fehér fény)
dikroikus tukor
(pl. a kéket visszaveri,
a zoldet atereszti)

0.10 365 436

kollimator

0.08 |-

312-313 HBO 100
Mercury Arc Lamp
Spectral

ution

erds, szort
gerjeszté —
fény

fluoreszcens minta

2

Spectral Intensity [Wisr/nm/1000cd]
o o
o (=3
N ]

400 500 600
Wavelength (nm)

et e R Haluszka Dora, PhD
ke Biofizikai es Sugarbiologiai Intezet egyetemi adjunkeus




Abszorpcios es emisszios spektrum
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Fluoreszcencia forrasa

* Intrinsic (belso) fluoroforok: O .
pl: triptofan, tirozin amindsavak, porfirinek OH QE/Y\LOH
NH, HN NH,
e , HO :
« Extrinsic (kulso) fluoroforok: tirozin triptofan

pl: kivulrol bevitt festékmolekulak

Az idealis fluorofér:

 Kicsi

Hidrofil

A lathato tartomanyban nyel el és emittal

porfirin fluoreszcencia

A Stokes eltolodas nagy

Specifikusan kotodik

Fluorescence emission

Nem eredmenyez fotokémiai reakciokat

Wavelength (nm)
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Fluoreszcens feherjek

» Green Fluorescent Protein (GFP)
« 1960-as évek, meduzabdl izolaltak
« ~27 kDa, 238 as, 11 szalu B-hordo

« A kozponti hélix Ser-65, Tyr-66, eés Gly-67 oldallancai alkotjak a
kromofort

« gerjesztés: kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
* emisszio: 508 nm-en

« Vizsgalni kivant fehérjéhez kotik - fuzios fehérje

« Mivel kis méreti - nem zavarja mar fehérje funkciojat
« Transzfekcio: tenyésztett sejtekbe juttatjak a feherjet
« Transzgenezis: ha megtermékenyitett petesejtbe
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Béka izom sejtek GFP jelolése Tumor sejtek kovetése
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2008. Kémiai Nobel-dij

Henriksson/SCANPIX

Osamu Shimomura

Henriksson/SCANPIX

Martin Chalfie

Photo: UCSD

Roger Y. Tsien
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Lezerek altalanos tulajdonsagai

light amplification by stimulated emission of radiation Fény behatoldsi mélysége a bérbe

* Monokromatikus
UV-C UV-B UV-A VIS IR
* koherens 1200 10600 nm

RO | cpidermis
4 [ dermis
7 ! !E
i s WY
' ' LHqu-:.:ulam:uu.«: structure

A feny intenzitas gyengtilese elnyelGdés, fenytores és
visszaverddéssel egyarant megvalosul,

* polaros

* jol fokuszalhato
Rovid impulzusidd lehetséges — ps, fs

Nagy teljesitmény érhetd el- kW - GW

Nagy teljesitmenyslrlség lehetséges

Az, hogy a fény milyen mélyen képes behatolni a szévetbe,
hullamhossz fliggé!!!
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Konfokalis pasztazo mikroszkop

Konfokalis elv: apertura segitsegevel Mo chjektly o konfokalis

takarjuk ki a nem fokuszsikbol érkezo P

fénynyalabokat - a detektorba csupan a i?f‘({(/

fokuszsikbol eredd nyalabok jutnak N e

 lezer fényforras N |

» fényutba helyezett szlrékkel a ConfocaiHitroscapy =41 | BaRE
hulldAmhossz kivalaszthato mrocn AFT fivos

Laser Light Ray
Excitation Out-of-Focus
Fluorescence
Emission

« minta pasztazasa pontrol pontra

« XY iranyban - pasztazo tiikrok

¢ szamitogepes vezerlés

« ,,optikai szeletelés” - 3D képalkotas

inhole
Aperture

Figure 1

Focal
Planes-E
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Fluoreszcens és konfokalis mikroszkop kepalkotas - osszehasonlitas

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

fluoreszcens

(b)

konfokalis

N
(d) (¢) Figure 1 0
human medulla izom pollen
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Kétfoton mikroszkopia

* 1931. Maria Goppert-Mayer

 a gerjesztendd molekulaba egyszerre ket
foton abszorbealodik, €s energiajuk
osszeadodik

« nagy intenzitasu lézer fényforras -~

megfelel6 fotons(jr(jség MarlaGoppeFt’ X/\ayer (1906 1972)
« 1990. Els6 kétfoton abszorpcios il coreose
fluoreszcencia mikroszkop T 1 =
. . . . Aex Aem 10" sec Aem
* Wienfried Denk, Cornell University 1

, SEMMELWEIS Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet Haluszka Dora, PhD

EGYETEM 1769

egyetemi adjunktus




Kétfoton gerjesztes

One photon excitation Two photon excitation
Excited State Excited State
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Elonyok

Csak a fokuszfoltban gerjeszt - nincs kétfoton

elnyelodes a fokuszon kivil

A lézer mintara eso teljesitménye nehany mW - in

vivo képalkotas

|
Infravoros tartomanyban (700-1300 nm) hangolt — ‘Il

féenyforras - kevésbé szorodik

Mélyebb penetracio

Tobb festék gerjesztheto egyszerre

objektiv

dikroikus tiikor (700 nm)

z6ld csatorna:
490-560 nm

LR

piros csatora:
600-700 nm

Az osszes fluoreszcencia fényt detektaljuk

SEMMELWEIS
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XY szkenner
5]—Pockels cella (intenzitas)

MaiTai Deep Sea Laser

hangolhatoé tartomany:700-1040 nm
Frekvencia: 80 MHz

Impulsusok hossza: 100 fs=0.0001 ns
12.5 ns két impulzus kozott
Atlagteljesitmény: 3 W
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Jeloles nelkuli kepalkotas
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3D kepalkotas

Kontroll es 2. tipusu cukorbeteg eger dermisz kollagén szerkezetének
osszehasonlitasa in vivo ketfoton mikroszkopiaval

200 pm x 200 pm
exc: 990 nm
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In vivo alkalmazas

El Madani HA, Tancrede-Bohin E, Bensussan A, Colonna A, Dupuy A, Bagot M, Pena AM. (2012) In vivo multiphoton imaging of human skin: assessment of topical corticosteroid-
induced epidermis atrophy and depigmentation. J Biomed Opt, 17(2)
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Mekkorak a dolgok?

Abbe-lele diffrakcios
hathe (0.2 ym)

hangya hagsxal emids sef  bakbérium mlokondnums virus fehéne ksmalekula

907D

| . ! |
1 mm 100um 10um fpm

120 nm 0 nm nm
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Szuperrezolucios mikroszkopia

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the

2014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

e \ —'w‘~ »
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Eric Betzig, Stefan W. Hell
and William E. Moerner

“for the development of super-resolved fluorescence microscopy”
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Szuperrezolucios mikroszkopia

« 2014-ben Eric Betzig, Stefan W. Hell és William E.
Moerner kémiai Nobel-dijban részesiiltek

« STED (stimulated emission depletion microscopy)

 Intézetiinkben 2018. augusztus

« nanométeres, molekularis felbontast tesz lehetove

 fluoroforok szelektiv deaktivalasa

« egy bizonyos hullamhosszu foton kolcsonhat egy gerjesztett 4,
atomi vagy molekularis elektronnal, melynek hatasara az I ——r
elektron visszatér egy alacsonyabb energiaallapotba és a q b'"bg o
felszabadul6 energia tavozik egy foton formajaban, amelynek o % N
fazisa, hulldmhossza, polarizacidja és kilépési iranya is Exc. Fluor hyvivea
megegyezik a beeso fotonéval e NV V> s
 elektron magasabb rezgési allapotba keriil, a két allapot Sy* =
energiakiilonbsége alacsonyabb, mint a normal fluoreszcencia S’ S —2
kiilonbség S ¥ Internal Conyersion ¢
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b Diffraction Limit

« ASTED nyalab hulldmhosszanak megfelel6 iy
megvalasztasaval a gerjesztett fluoroforokat N
kényszeritett emisszioval alapallapotba
lehet juttatni, igy az altaluk kibocsatott

foton nem jarul hozza a képalkotashoz

» a lekepezes pasztazo lezernyalabbal i ‘
tortenik pontrol pontra
r == Detekiat kép
P ) . o - 1::3:10;?::;&8;) STED mikroszkép
) n ) \ J . : ! I —
= ‘ ;,T .' ~.': |ﬂ'. , I __f(.( \ lfxf\\ _ - 5
o > == W . ‘
| /0 © O N 3
— . Detector 5. STED objective Roiiom d
s 2. Excitation laser 6. Focused excitation spot & i .
T e 3 Deplet'on |aS€f 7. Overlay lezernyalab 5 !’i.?c‘:foﬂiﬂhb 2
V ‘ 4. Phase filter 8. Resulting fluorescence spot
0. (3] Click on Image to Enlarge ;
A e
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konfokalis
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Nuclear pores of Hela cells

konfokalis
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Ellenorzo kérdések felkésziiléshez:

v a felbontoképesség korlatai

v' Abbé-elv

v Fluoreszcencia mikroszkop mikodési elve: mi a fényforras, dikroikus tiikor funkcioja,
gerjesztési/emisszios spektrumok, Stokes-eltolodas

v Fluoreszcencia forrasai: extrinsic, intrinsic

v' GFP fehérje

v Konfokalis mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, apertura funkcioja

v Kétfoton mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, milyen tipusu lézer (fs), milyen hullamhosszon gerjesztjiik
a mintat, eldnyok, gerjesztési/emisszios spektrumok

v SzuperrezollUcios mikroszkopia: STED képalkotas elve
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