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ATOMSZERKEZET

Novekvd energiaji E(eV)
n=23 pélyék

szabad
allapotok

0

Fotonemisszio:

E=hf
-10 =

kotott allapotok

n= 1




MOLEKULASZERKEZET

Molekula: kémiai kotéssel #
Osszekapcsolt atomok “
Legegyszertibb eset: kétatomos

molekula (pl., hidrogénmolekula)

A molekuldk vibracios és rotacios mozgasokat végeznek!

o P Qs a5p

EA Ey w

Aszimmetrikus nyiilds Szimmetrikus nylds Ollozds

Vibracids mozgdés
hdromatomos csoportban
(-CH>-):




MOLEKULA ENERGIAJA

Born-Oppenheimer - kozelités:

E =E +E +E,

total

Fontos megjegyzések:

Energia adllapotok egymadstdl fiiggetlenek (csatolds elhanyagolhat6)
Allapotok energianivéi kvantaltak

Atmenetek energia “csomag” elnyelésével / kibocsatdsdval jarnak
Energiaszintek kozotti kiilonbségek nagysagrendje kiilonbozik:

~100x ~100x

E., > E, > E,

~3x1071°J (~2 eV) > ~3x102'] > ~3x102]




ENERGIA ALLAPOTOK
ABRAZOLASA

Vibracids energiaszintek

S, —_——— } (vékony vonalak)
S Elso gerjesztett
{ 1 allapot
Elektron
energiaszintek
(vastag
vonalak) <
L Sﬂ Alapallapot

S: szingulett dlapot; ellentétes spinti parositott elektronok T¢
(N.B.: Pauli-féle elv)
T: triplett allapot; azonos spind “parositott” elektronok TT




LUMINESZCENCIA

@ Gerjesztett allapotbol
fényemisszioval jaro relaxacio

& A hdmérsékleti sugarzason feliil
kibocsatott sugarzas

¢ “Hideg tény”

@ Fluoreszcencia és foszforeszcencia




A LUMINESZCENCIA
LEPESE]

Abszorpcio Gerjesztés
(magasabb energiaszintre 1épés)
ho
E= T
Wq% - o-

De-excitacid

Emisszio
(relaxdci6 az alapallapotba)




A LUMINESZCENCIA TIPUSAI

Gerjesztés mddja

Lumineszcencia tipusa

abszorpcio
kémiai reakcid
termikusan aktivalt ion-rekombindcid

toltés injekcid

fotolumineszcencia
kemilumineszcencia, biolumineszcencia
termolumineszcencia

elektrolumineszcencia

nagyenergidju radioaktiv sugdrzds radiolumineszcencia

surlodés tribolumineszcencia

hanghulldmok szonolumineszcencia
Gerjesztett allapot Lumineszcencia tipusa

els6 gerjesztett szingulett dllapot

legalsé triplett dllapot

fluoreszencia

foszforeszcencia

Biolumineszcencia

Szentjdnosbogdr




Jablonski
diagram

Energia

A LUMINESZCENCIA
FOLYAMATAI
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Gerjesztés

Fluoreszcencia

Foszforeszcencia




KASHA-SZABALY

Fotonemisszi6 (fluoreszcencia vagy
foszforeszcencia) a legalacsonyabb
elektron-energiaallapotbdl torténd

atmenet soran 1ép fel.

—

Michael Kasha (1920-)
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Amerikai fizikus



AZ ATMENETEK SEBESSEGE

fluoreszcencia foszforeszcencia
109 s 103 s
gerjesztés ‘% Sr
%‘ 1015 g

NN ——————>

alapallapot
gerjesztett allapot
relaxacio / \

kioltas vagy belsd konverzio
energiatranszfer (ho)




A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI I.

Lumineszcencia spektrumok

Fluoreszcencia

F getjesztési spektrum Foszforeszcencia

5, (emisszi6 340 nm-nél) .

£ emisszids spektrum

N (gerjesztés 295 nm-nél)

N

3

=
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\ \ ® 54vos szinkép
1,0 — : ’ : : :
— e Gerjesztési és
[ | , , , , , emisszios spektrumok
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A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI II.

Kvantumhatdsfok

b emittalt fotonok szama _ 1 B = k f
abszorbedlt fotonok szdma kr Hkie +kige + kg

knr=nem sugdrzdsos dtmenetek sebességi dlland6i

A gerjesztett dllapot élettartama

dN N=gerjesztett dllapota
—_— = — k ¥ -+ knr . N molekuldk szdma
[ t=id6
_ ki=fluoreszcencia sebességi
N=Nue (g +h )1 llands
0

knr=nem-sugdrzdsos
1 dtmenetek sebességi

T = allanddja

k f + knr t=fluoreszcencia élettartam

T :



A FLUORESZCENCIA MERESE

Fluoreszcencia spetrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)

Kiivetta (minta)

|- Gerjeszto
monokromator

Xe-lampa

Emisszios

monokromator

Fotodetektor




GERJESZTES SORAN ELNYELT
ENERGIA SORSA

Belso konverzio

(ho) Fluoreszcencia

kioltas

kic kQ

kisc
Rendszerek kozotti ENERGIA
atmenet
S—T k Kerer
s FRET

Fluoreszcencia (ns)
Foszforeszcencia (ms)

Sugarzasos v. nem sugarzasos atmenetek!



FLUORESZCENCIA REZONANCIA
ENERGIA TRANSZFER

Altaldnosan:

* A gerjesztett dllapotban 1évé molekula (donor), valamint

egy megfeleld spektroszkopids kovetelményeket
kielégit6 molekula (akceptor) kozott dipdl-dipdl
kolcsonhatds révén, sugdrzds mnélkiili energiaatadas
formdjaban jOn létre.

* Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET):
ha az energiatranszfer szerepldi fluoroférok.



FRET

A gerjesztett donor relaxaciéjadhoz hozzajarul az
akceptor molekula emisszigjal

hv

hv
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A FRET FELTETELEI

*Fluoreszcens donor és akceptor molekula.
*A donor és akceptor molekula kozotti
tavolsag (R) 2-10 nm!
- Atfedés a donor emissziés spektruma és az
abszorpcids spektruma kozott.

Fl intenzitas ill. OD

Hulldmhossz (nm)

T ——————— e E——————



A FRET TAVOLSAGFUGGESE

E Forster-tavolsag
@ — (Az a tavolsdg melyen a FRET hatasfok

felére csokken: transzferhatdsfok 0.5)

R +R) | Ed
/

0.9 -

T —
0.8 -
0.7 -
0.6 -

A fluoroférok kozott 0s |
aktualis tdvolsag

0.3 -

0.2 -

0.1 -

o ! I
0 R, —I




A FRET ALKALMAZASA

* Molekularis méroszalag: tavolsagmérés a nm-es
(10°m) tartoméanyban.
* Nagyon érzékeny!
* Alkalmazas:
— Molekuldk kozotti kolecsonhatasok
tanulmanyozasa.
— Molekulédkon beliili szerkezeti valtozdsok
tanulmanyozasa.



A FENY ELEKTROMAGNESES
HULLAM

® Térben tovaterjed( elektromdgneses zavar.
® Tranzverzalis hulldm.
e Polarizalhato.

Magneses tér
oszcillacioja

Tova-
terjedés
irdnya
Elektromos tér
oszcillacidja




POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

o o ¢
Ty O @/
/O O

Fluoroférokhoz rendelhet6 abszorpcids és

emisszios vektor: megszabja a foton
abszorpci6 és emisszid valdszintiségét.

Abszorpcié maximalis, ha absz. vektor és a
fény elektromos vektora parhuzamos.

Abszorpcié képessége fligg cos?a-tdl (o az
absz. vektor és a fény elektromos vektora
kozotti sz6g).

Fotoszelekcio: \

Vertikdlisan random populdciébdl az
sﬂ(po]arizélt elektromos vektorral \

pérhuzamos abszorpciés

gerjeszt6 fény
vektoru festékmolekuldk

kivalasztdsa
Ix

X v polarizécids

Iy Y

sz{ird

H
Iv

Iy




POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

Fast tumbling

Polarisation

isa .}g; T DEPOLARISED
excitation / I I I EMISSION
% O e oY I I I Polarisation
emission

Depolarised Polarised filters

excitation excitation .::1- /@
light light ¢ ’
: . . POLARISED
receptor Z I I I EMISSION

Slow tumbling

Iy, -1 i
Polarizaci6: P = L Anizotropia: = LAT
Ly, +1y, Lok Mo




A FLUORESZCENCIA ORVOSI-
BIOLOGIAI ALKALMAZASALI

¢ Fluoreszcencia mikroszkoépia

& DNS szekvendlés (lanc
termindciés modszer)

& DNS festés (EtBr)
¢ DNS microarray technolégia
¢ Immunfluoreszcencia

¢ Fluoreszcencia-aktivalt sejt
valogatas (FACS)

¢ Forster rezonancia energia
transzfer (FRET)

¢ “Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

¢ Fluoreszcens fehérje-
konjugdacids technikdk

¢ Kvantum pontok (quantum
dots)




Feherjefluoreszcencia forrasa

 Intrinsic fluoroférok
triptofan, tirozin

« Extrinsic fluoroforok
kivulrol bevitt festékmolekulak,
“fluoreszcens jelolés™
kémiai specificitas?
terbeli specificitas?
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Fluoreszcens jelolesi technikak

. Nativ oldallancok jelolése

Célzott pontmutagenezis
Peptid ligacidé
C-terminalis jelolés puromicin-szarmazékokkal

Nem természetes aminosavak pontmutagenezise

(egyedi fluorofér analizisre nem igazan alkalmas)

. Fehérjekomplexek rekonstitucidja elore megjelolt

alegysegekbol

. Fluoreszcens fehérjékkel valdé konjugalas

. Kvantumpontok



Fluoreszcens jelolesi technikak

1. Nativ oldallancok jelolése

Fluorofor:
festékmolekula +
2 HI kémiai keresztkoto

TMRIA

Relativ kémiai specificitas (SH, NH,)
Relativ térbeli specificitas
Lepesek:
-molaris arany szamitasa
-inkubalas
-nem kotédott festék eltavolitasa (dializis, kromatografia)



Fluoreszcens jelolési technikak

2. Célzott pontmutagenezis

Cisztein aminosav celzott elhelyezése

37 primer

—

- INWtANS” primer

e

cDNS

7

Az elsdo PCR-reakcio termékKe,
amely mar hordozza a mutaciét

Ly,

cDNS

3? primer

-

\4

A masodik PCR-1reakcié
termeéke; a mutaciot hordozo
PEVEK DNS szakasza
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Fluoreszcens jelolesi technikak
3. Peptid ligacio

Fehérje "osszeallitasa" szintetikus, fluoreszcensen jelolt peptidekbol

tioészter /\HS N-terminalis cisztein*
. PEPTIDE 1 ({0 j_ PEPTIDE 2 4°

v
H3N —TV S \ C—NH—uwwvvwv— ¥

o
Step 1: reversible trans-thioesterification

PEPTIDE 1 PEPTIDE 2 ,O
H3N+—AMM'WW—C‘\ C—NH %

5 HN" B 21 7

Step 2: irreversible S-->N acyl transfer ‘ veptidkatés

o SH
PEPTIDE 1 ) | PEPTIDE 2 .0
C—NH C

H3N —AAMN\N\N—C NH —— U U UL\ —
I A
0 O

*Csak N-terminalis cisztein vesz részt a reakcioban



Fluoreszcens jelolesi technikak

4. C-terminalis jelolés puromicin-szarmazékokkal

Puromicin:
-riboszéma A helyére, az aminoacyl tRNS helyére kotédé antibiotikum

-fehérjeszintézist gatol
-kovalensen kapcsolddik a mar megszintetizalddott fehérje C-terminalisahoz
-fluoreszcens konjugatumai fehérjejeldlésre hasznalhatok

Transcription and lranslaliaon
(30°C ,1hr 15min)

DNA CyS-puro W -
. ) p‘“'?""""’""‘-’ Cy5-purt
BT

mMRNA —

Ribosome

l {} Release
Gl filtration o3
{15min) )
CyS-puro-kinesin




Fluoreszcens jelolesi technikak

5. Nem természetes aminosavak pontmutagenezise
1. Direkt: intrinzic fluorofér szarmazékok (pl. 7-aza-triptofan)

2. Indirekt: nem proteinogén reaktiv csoportpokat (pl. keto) tartalmazé aminosavak

6. Fehérjekomplexek rekonstitucioja elore megjelolt
alegysegekbol

Multi-subunit (alegység) fehérjék, fehérjekomplexek esetén



Fluoreszcens jelolesi technikak

7. Fluoreszcens fehérjékkel valo konjugalas

1. Zold fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP)

Méret: ~27 kDa, 238 aa

Szerkezet: 11-szalu -hordo

Kromofoér: a kozponti hélix Ser65-Tyr66-Gly67 oldallancaibdl
Fluoreszcencia 3D szerkezet intaktsagatol fugg

Tandem fuzioés konstrukcio a GFP és a vizsgalt fehérje génjeibdl

Elonyok: in vivo mérések, mutansokbadl spektralis variansok allithatok eld,
melyek tobb kulonboz6 konstrukcio egyuttes vizsgalatat is lehetove teszik .

Hatranyok: pislogas, csak terminalis (N vagy C) jelolés, a GFP a célfehérje
muUkodeését szterikusan befolyasolhatja.

2. A GFP egyéb szinl (kék, sarga, voros) mutansai
3. Fotoaktivalhaté GFP analog

4. Kaede: korallbol szarmazo fluoreszcens fehérje, mely UV-indukalhaté zdld-vords fotokonverziot mutat



Fluoreszcens jelolesi technikak

8. Kvantumpontok

Felvezetd nanokristalyok
Emisszids spektrum a méret fuggvenye

B 10-15 nm

Core (CdSe)

Shell (4nS)

<
Polymer Coating

(kémiai aktivalas)

Streptavidin




Extinction Coefficient
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Kvantumpont jeloles

Extinction/Emission Plot of Qdot Conjugates

R

gerjesztesi spektrum

400

Wavelength(nm)

Elonyok:
széles gerjesztesi spektrum
hangolhato emisszids spektrum

emisszios spektrum

fotokifehéredéssel szemben rendkivul ellenalldak




vantumpont jeloles

Voros: aktin
Z0ld: Laminin
Kék: sejtmag
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A mouse intestinal section visualized using fluorescent Qdot nanocrystal conjugates. Actin was labeled with a mouse anti-actin
monoclonal antibody and visualized using red-fluorescent Qdot 655 goat F(ab')2 anti-mouse IgG. Laminin was labeled with a rabbit
anti-laminin polyclonal antibody and visualized using green-fluorescent Qdot 525 goat F(ab')2 anti—rabbit IgG. Nuclei were stained

with blue-fluorescent Hoechst 33342






LEZEREK MINDENUTT

5mW diodalézer

néhany mm

Terawattos NOVA lézer
Lawrence Livermore
Laboratories
Futballpalya méret




LEZER:

“LIGHT AMPLIFICATION BY STIMULATED EMISSION OF RADIATION”

EZ
hv

hv

MASER: Microwave Amplification by Stimulated Emission of
Radiation



LEZERTORTENET DIOHEJBAN

1917 - Albert Einstein:
indukdlt emisszi6 elméleti predikcidja.
1946 - G. Meyer-Schwickerather: els6 szemmtitét fénnyel.
1950 - Arthur Schawlow és Charles Townes:
az emittdlt fotonok a lathat6 tartomanyba eshetnek.
1954 - N.G. Basow, A.M. Prochorow, és C. Townes: ammonia mézer
1960 - Theodore Maiman: els6 1ézer (rubin 1ézer)
1964 - Basow, Prochorow, Townes (Nobe-dij): kvantum elektronika
1970 - Arthur Ashkin: 1ézercsipesz
1971 - Gdbor Dénes (Nobel-dij): holografia
1997 - S. Chu, W.D. Phillips és C. Cohen-Tanoudji (Nobel-dij):
lézeres atomhtités.




A LEZER ALAPJAI 1.
INDUKALT EMISSZIO

1. Abszorpcio

E
2 4 N2
p(v)
B,

Atmenet gyakorisaga:
n;,=N;B;,0(v)

AE=E,-E,=hv
energiakvantum
elnyelésekor.

2. Spontan emisszio

Atmenet gyakorisaga:
Ny =Ny Ay,

E,-E, fotonok

egymadstol fliggetlentil
a tér minden irdnydba.

3. Indukalt emisszid

p(v) B2

Atmenet gyakorisaga:
Ny =N,B5;0(v)

Kiils6 sugdrzasi tér hatdséra.
Sugarzasi tér energidja no.
Emittalt és kiils6 fotonok fazisa,
irdnya, frekvencidja megegyezik.

Magyardzat: kétéllapottt atomi vagy molekuldris rendszer
E,, E,: energianivék, E,>E;

o(v) : sugdrzasi tér spektrdlis energiastirtisége
N;, N, : adott energianivén levé atomok, molekuldk szdma
By, Ay, Byt energianivok kozotti dtmeneti valdszintiségek (Einstein-féle egytitthatdk), By, = By




A LEZER ALAPJAI II.
POPULACIO INVERZIO

Fényer0Osités az A p
o ) Aktiv
energianivok relativ. F G
betoltottségétdl fligg
dz

F+df dF=FA(N,-N,)dz

E, E,
se)loc) loc)lon) o) o - -
g, S W ‘ ‘ . E, g g
Termikus egyenstly Populacié inverzid
EZ G laxacid
(s . ors relaxacié
e Populdcid inverzi6 csak . \ Y Metastabil 4llaof
tobballapota rendszerben! o ! clastabil aliapo
14 Pumpalas
e Pumpalds: elektromos,
e e s : Lézeratmenet
optikai, kémiai energia

E,




A LEZER ALAPJAI III.
OPTIKAI REZONANCIA

Részlegesen

Zaroétikor (99.9%) Pumpalés ateresztd tiikor (99%)

Lol .

AN

Aktiv kozeg > Lézernyaldb

/

7
reror ot

P .
d=n}/2

Rezonator:

e két parhuzamos sik (vagy homor) tiikor

® a kimeno fényteljesitmény egy részét visszacsatolja a kozegbe
® pozitiv visszacsatolds -> Ongerjesztés -> rezonancia

Optikai zar a rezondtorban: Q-csatolds, impulzus tizemmad




A LEZERFENY
TULAJDONSAGALI I.

Kis divergencia
Parhuzamos nyaldb

Nagy teljesitmény
Folytonos tizemmodban tobb tiz, akar szaz W (pl. CO, 1ézer)

Q-csatoldst tizemmoaddban a pillanatnyi teljesitmény hatalmas (GW)
Kis divergencia miatt dridsi térbeli teljesitménystirtiség

Kis spektralis savszélesség -_

“Monokromaticitas”
Nagy spektralis energiastirtiség fmox +

Polarizaltsag

Rendkiviil rovid impulzusok lehet6sége
ps, fs




A LEZERFENY
TULAJDONSAGALI II.

6. Koherencia

fdzisazonossag, interferenciaképesség

Id&beli koherencia (kiillonb6z6 id6pontokban emittalt fotonok fazisazonossédga)
Térbeli koherencia (nyaldbkeresztmetszet menti fazisazonossag)

Alkalmazds: holografia




LEZERTIPUSOK

Fényerosito kozeg alapjan:
1. Szilardtest lézerek

Kristdlyokba v. tiveganyagokba bevitt fémszennyezddés; Rubin, Nd-YAG, Ti-zafir
VOros-infravoros spektrélis tartomdny; Folytonos, Q-kapcsolast tizemmadd, nagy teljesitmény

2. Gazlezerek

Legismertebb: He-Ne lézer (10 He/Ne). Kis energia, Széleskort haszndlat
CO, lézer: CO,-N,-He keverék; A~10 um; Oridsi teljesitmény (100 W)

3. Festéklezerek

Szerves festékek (pl. rodamin, kumarin) hig oldata; Pumpdldsra mads lézer hasznalt
Nagy teljesitmény (Q-kapcsolt médban); Hangolhat6

4. Félvezeto lézerek

Osszefekvs p- és n-tipust, szennyezett félvezetSk hataran.

Rezonator tiikrokre nincs sziikség (belsé visszaver6dés)

Voros, IR spektralis tartomany. Nagy kontinuus tizemmaéda teljesitmény (akar 100W)
Nyaldbkarakterisztika nem tul j6. Kis méret miatt széleskorti alkalmazas.




LEZEREK ALKALMAZASA

TELJESITMENY ALAPJAN

= 5mW - CD-ROM meghaijté

= 5-10 mW - DVD lejatsz6 vagy DVD-ROM meghaijt6
= 100 mW — Nagysebességti CD-RW ir6

= 250 mW - DVD-R ir6

= 1-20 W —szilardtest-lézer mikromegmunkdldsra

= 30-100 W - sebészeti CO, lézer
= 100-3000 W —ipari CO, 1ézer (1ézervago)

. 1 kW —1 eam diddalézer rud




HOLOGRAFIA
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Hologramok




SEBESSEGMERES LEZERREL

LIDAR: “LIGHT DETECTION AND RANGING”’

Lézer

Pasztazo tikor

Feliilnézeti elrendezés

Felvétel:

rekonstrudlt térbeli
elhelyezkedés.

Ko6zlekedési sebességmérdben:
100 impulzus 0.3 s alatt




MALDI-TOF:

MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION
TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY

MALDI-TOF
sémaja

Gyorsitéba /
e Detektorba

Impulzus lézer
Ny, 337 nm
Ionok

/ / Mintatartd




FLUORESCENCE ACTIVATED CELL
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