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LUMINESZCENCIA ATOMSZERKEZET

Novekvo energidju E(eV) szabad
¢ Gerjesztett dllapotbol a=3 palydk dllapotok

tényemisszidval jaro relaxdcid ne2 (e ..
————— n=3

Nm=i N
& Ahomérsékleti sugdrzdson feliil . n=2

kibocsatott sugdrzas s 2

§ ”Hldeg fény,, / F(ﬁt()nsthi:%zi(’): E’
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& Fluoreszcencia és foszforeszcencia o
MOLEKULASZERKEZET MOLEKULA ENERGIAJA

Molekula: kémiai kotéssel Born-Oppenheimer - kozelités:

Osszekapcsolt atomok .i. _
Legegyszertibb eset: kétatomos Etotal - Ee + Ev + Er
molekula (pl., hidrogénmolekula)

Fontos megjegyzések:

% L biseite s thcié el Kl ]%nergia allapotok egymadstol fiiggetlenek (csatolds elhanyagolhat6)
molekuldk vibracids és rotaciés mozgdsokat végeznek! Aleysotai e T i

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

Vibréciés mozgas . ’ . ’ . ’ ~100x ~100x
haromatomos csoportban Ee > E'U > EI"
< . < . < .

(-CH2-):
~3x1019] (~2eV) > ~3x1021] > ~3x102]

Aszimmetrikus nyiilds Szimmetrikus nyiilds Ollbzds




ENERGIA ALLAPOTOK
ABRAZOLASA

Sl
. 8
Elektron
energiaszintek
(vastag
vonalak) v
-

Vibracids energiaszintek
jr (vékony vonalak)

Els6 gerjesztett
allapot

Alapallapot

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

4

A LUMINESZCENCIA
LEPESEI

Gerjesztés
(magasabb energiaszintre 1épés)

b
& — (s

De-excitdcié
(relaxdcié az alapéllapotba)

Abszorpcid

|z

»F

Emisszio

A LUMINESZCENCIA TIiPUSAI

Gerjesztés méddja

Biolumineszcencia
SR

N

Lumineszcencia tipusa

abszorpcié
kémiai reakcié
termikusan aktivalt ion-rekombindcié

toltés injekcid

fotolumineszcencia
kemilumineszcencia, biolumineszcencia
termolumineszcencia

elektrolumineszcencia

nagyenergidji radioaktiv sugdrzds radiolumineszcencia

strl6das tribolumineszcencia

hanghulldmok szonolumineszcencia
Gerjesztett allapot Lumineszcencia tipusa

els6 gerjesztett szingulett dllapot

legalso triplett dllapot

fluoreszencia

Szentjdnosbogdr

foszforeszcencia

Jablonski

diagram

Energia

A LUMINESZCENCIA
FOLYAMATALI
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KASHA-SZABALY

Fotonemisszi6 (fluoreszcencia vagy

foszforeszcencia) a legalacsonyabb

elektron-energiadallapotbdl torténd
dtmenet soran lép fel.

Michael Kasha (1920-)
Amerikai fizikus

AZ ATMENETEK SEBESSEGE
(IDOSKALAJA)

fluoreszcencia foszforeszcencia
. ) 107 s 106-10s
gerjesztés H 5,,
1& 1015 s

NNING >

alapallapot v . a1
gerjesztett allapot \
relaxaci6 vibraciés
relaxacio
101%s

kioltas vagy bels6 konverzid
energiatranszfer (h6)

AL Intenzitds (norm.)

Al

1.0 —

0.8 —

0,6 —

04 —
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A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI 1.

Lumineszcencia spektrumok
Fluoreszcencia
;;cr\uv»lc\l spektrum Foszforeszcencia
(emisszi6 340 nm-nél) B
emisszi6s spektrum

(gerjesztés 295 nm-nél)
l ‘ ® Savos szinkép
i ® Gerjesztési és
emisszids spektrumok

tiikorszimmetrikusak

e “Stokes shift”

T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Hulldmhossz (nm)

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI II.

Kvantumhatdsfok

emittdlt fotonok szdma <1
abszorbedlt fotonok szdma

- kf kic + kisc + kQ

kn/=nem sugdarzdsos dtmenetek sebességi dlland6i

A gerjesztett dllapot élettartama

N=gerjesztett dllapott
§ —_— = k + k . N molekuldk szama
LG 1= f nr
dt t=id6
N ki=fluoreszcencia sebességi
N=N.e¢ (ks +ho )1 lland6
0 et
nr=Nem-sugarzasos
1 dtmenetek sebességi
T=—"""-" dllandé6ja

Lty

¢

kf + knr t=fluoreszcencia élettartam




A FLUORESZCENCIA MERESE

Fluoreszcencia spetrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)

Kiivetta (minta)

Fotodetektor

GERJESZTES SORAN ELNYELT
ENERGIA SORSA

Bels6 konverzio

(ho)

Fluoreszcencia
kioltas

Rendszerek kozotti ENERGIA
atmenet
Sl
FRET

Fluoreszcencia (ns)
Foszforeszcencia (ms)

Sugdrzdsos v. nem sugdrzdsos dtmenetek!

FLUORESZCENCIA REZONANCIA
ENERGIA TRANSZFER

Altaldnosan:

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

egy megfelel6 spektroszképids kovetelményeket
kielégit6 molekula (akceptor) kozott dipol-dipol
kolcsonhatds révén, sugdrzds nélkiili energiadtadds
formdjdban jon létre.

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

FRET

A gerjesztett donor relaxdciéjdhoz hozzdjarul az
akceptor molekula emisszidja!

hv hv

hv

E ~ Keggr ~ 1/R°

a: B
&——




A FRET FELTETELEI A FRET TAVOLSAGFUGGESE

°F1uoreszcens: donor és akceptor molekulﬁ. i 1 m Oig?::;{;j:gfg% L
A donor és akceptor molekula kozotti felére csokken: transzferhatdsfok 0.5)
tavolsag (R) 2-10 nm! E = 6
*Atfedés a donor emissziés spektruma és az RO +@ E s

abszorpcids spektruma kozott. / N

» /

A fluoroforok kozotti
aktudlis tavolsag

ill. OD

ntenzitds

Flir

Hulldmhossz (nm) ‘

R,

A FENY ELEKTROMAGNESES
A FRET ALKALMAZASA HULLAM

e Térben tovaterjedd elektromagneses zavar.
e Tranzverzélis hulldm.

o 2 o2 . % ey e Polarizdlhaté.
* Molekularis mérdszalag: tavolsigmérés a nm-es
(10°m) tartomdnyban. Magneses tér

oszcillacidja

* Nagyon érzékeny!
* Alkalmazas:
— Molekuldk kozotti kdlesonhatdsok
tanulmédnyozasa.
— Molekuldkon beliili szerkezeti valtozasok
tanulmédnyozasa.

y

~
Tova-
terjedés
irdnya
Elektromos tér
oszcillaci6ja ’




POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

abszorpcids

vektor g

Fotoszelekcio:
Vertikélisan §ciébo

r2
‘P sikpolarizalt ) ©
gerjeszts fény

Fluoroférokhoz rendelhets abszorpciés és @ 3
olarizaciés
isszid ktor: megszabja a foton I 17
emisszids ve : megszabj v szir6
abszorpci6 és emisszi6 val6szintiségét. =
- o . Iy
Abszorpcié maximdlis, ha absz. vektor és a
fény elektromos vektora parhuzamos. I
H

Abszorpci6 képessége fiigg cos?a-t6l (a az
absz. vektor és a fény elektromos vektora
kozotti szog).

POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

Fast tumbling +——>

>

. —>
Polarisation

& 3 T
ﬁéo-.m< ol

Depolarised Polarised filters
excitation excitation 3
light light =
3 POLARISED
receptor \@I I I EMISSION

Slow tumbling .
e IVV_IVH . J IVV_IVH

Polarizacié: pP=+ -, Anizotrépia: I = I Y
Mranils w + by

A FLUORESZCENCIA ORVOSI-
BIOLOGIAI ALKALMAZASAI

# Fluoreszcencia mikroszképia

# DNS szekvendlas (lanc
terminaciés modszer)

# DN festés (EtBr)
# DNS microarray technolégia

# Immunfluoreszcencia

# Fluoreszcencia-aktivélt sejt

vélogatds (FACS)

# Forster rezonancia energia
transzfer (FRET)

# “Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

# Fluoreszcens fehérje-
konjugdcids technikak

# Kvantum pontok (quantum
dots)

Fehérjefluoreszcencia forrasa

« Intrinsic fluoroforok
triptofan, tirozin

 Extrinsic fluoroférok
kiviilrol bevitt festékmolekulak,
"fluoreszcens jelolés"
kémiai specificitas?
térbeli specificitas?




Fluoreszcens jelélési technikak

Nativ oldallancok jeldlése
Célzott pontmutagenezis

Peptid ligacio

OUFRE 0 D=

C-terminalis jelolés puromicin-szarmazékokkal

Nem természetes aminosavak pontmutagenezise

(egyedi fluorofér analizisre nem igazan alkalmas)

6. Fehérjekomplexek rekonstituciéja elére megjelolt

alegységekbdl

7. Fluoreszcens fehérjékkel valo konjugalas

8. Kvantumpontok

Fluoreszcens jelélési technikak

1. Nativ oldallancok jeldlése

Fluorofor:
festékmolekula +

24l kémiai keresztk6td

TMRIA

Relativ kémiai specificitas (SH, NH,)
Relativ térbeli specificitas
Lépések:
-molaris arany szamitasa
-inkubalas
-nem ko6tédott festék eltavolitasa (dializis, kromatografia)

Fluoreszcens jeldlési technikak

2. Célzott pontmutagenezis

Cisztein aminosav célzott elhelyezése

<DNS

cDNS

S’ primer »IUCADS” primer
[— <+
Az elsé PCR-reakcié terméke,
amely mir hordozza a muticiét 3’ primer
Lp- -+
A misodik PCR reakcié

terméke; a muticiot hordozé
PEVK DNS szakasza

Bifunkcionalis fluorofér

ﬁv:r";
ofe TMR
PN e
”"CQ?‘JW
O,so_ " Kinezin
BSR motor domén

MT orientacio

Fluoreszcens jel6lési technikak
3. Peptid ligacio

Fehérje "0sszeallitasa" szintetikus, fluoreszcensen jel6lt peptidekbdl

tioészter /\ N-terminalis cisztein*

N* PEPTIDE 1 PEPTIDE 2 ,,0
C NH—wwwnnnn— C

“o

(’
Step 1: reversible trans-thioesterification 11

+_PEPTIDE PEPT/DE1 PEPTIDE 2 /O
H3N*—smamnnnnn 4\ C=NH=—smaesen=C,

" HaN ‘o

l peptidkotés

SH
(o}
PEPTIDE 1 g PEPTIDE 2 .0
+, _NH_EC_NH—Mmowwv—c'

H3N —AANANNAN e i

o

Step 2: irreversible S-->N acyl transfer

*Csak N-terminalis cisztein vesz részt a reakciéban




Fluoreszcens jeldlési technikak

4. C-terminalis jelolés puromicin-szarmazékokkal

Puromicin:

-riboszéma A helyére, az aminoacyl tRNS helyére k6t6d6 antibiotikum
-fehérjeszintézist gatol

-kovalensen kapcsoloédik a mar megszintetizalddott fehérje C-terminalisahoz
-fluoreszcens konjugatumai fehérjejelélésre hasznalhatok

Transeription and lranslation
(30°C,1hr 15min)

C-terminal labeling
DNA  Cy5-puro
«3 P

- Oypepice Cy5-puro

NG

mRNA

Gol filtration
{15min) r’r‘

Cy5-puro-kinesin

Fluoreszcens jeldlési 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 elére megjelolt
alegységekbol

Multi-subunit (alegység) fehérjék, fehérjekomplexek esetén

Fluoreszcens jeldlési technikak

7. Fluoreszcens fehérjékkel valé konjugalas

1. Z6ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP)

Méret: ~27 kDa, 238 aa

Szerkezet: 11-szalu B-hordd

Kromofér: a kozponti hélix Ser65-Tyr66-Gly67 oldallancaibol
Fluoreszcencia 3D szerkezet intaktsagatol fligg

Tandem fuziés konstrukcié a GFP és a vizsgalt fehérje génjeibdl

Elényok: in vivo mérések, mutansokbdl spektralis variansok allithatok eld,
melyek tobb kilonb6zd konstrukcié egylttes vizsgalatat is lehetévé teszik .

Hatranyok: pislogas, csak terminalis (N vagy C) jel6lés, a GFP a célfehérje
miikddését szterikusan befolyasolhatja.

2. A GFP egyéb szinl (kék, sarga, vords) mutansai
3. Fotoaktivalhaté GFP analog
4. Kaede: korallbél szarmazo fluoreszcens fehérje, mely UV-indukéalhaté zéld-véros fotokonverziot mutat

Fluoreszcens jeldlési technikak

8. Kvantumpontok

Félvezetd nanokristalyok
Emissziés spektrum a méret fliggvénye

E » 10-15 nm N
t:‘&z:; * '

Core (CdSe)

Shell (2nS)

G
Polymer Coating

(kémiai aktivalas)

Streptavidin




Kvantumpont jelolés

Extinction/Emission Plot of Qdot Conjugates

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000 4+

2000000

Extinction Coefficient

1500000

1000000 4+

500000

400 450 500 550 600 650 700
Wavelength{nm)

El6nyok:

széles gerjesztési spektrum

hangolhat6 emisszios spektrum
fotokifehéredéssel szemben rendkivil ellenalloak

Kvantumpont jelolés

Vords: aktin
Z06ld: Laminin
Kék: sejtmag

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

LUMINESZCENCIAN ALAPULO
FENYEROSITES: LEZER

ALAPOK, TU LAJDONSAGOK, ALKALMAZASOK

LEZEREK MINDENUTT

mW diddalézer
néhdany mm

Terawattos NOVA 1ézer
Lawrence Livermore
Laboratories
Futballpélya méret__




“LIGHT AMPLIFICATION BY STIMULATED EMISSION OF RADIATION”

E,

LEZER:

hv

MASER: Microwave Amplification by Stimulated Emission of

Radiation

LEZERTORTENET DIOHEJBAN

1917 - Albert Einstein:

indukadlt emisszié elméleti predikcidja.

1946 - G. Meyer-Schwickerather: els6 szemm(titét fénnyel.
1950 - Arthur Schawlow és Charles Townes:
az emittdlt fotonok a ldthat6 tartomdnyba eshetnek.

1954 - N.G. Basow, A.M. Prochorow, és C. Townes: ammonia mézer
1960 - Theodore Maiman: elsd 1ézer (rubin 1ézer)
1964 - Basow, Prochorow, Townes (Nobe-dij): kvantum elektronika

1970 - Arthur Ashkin: 1ézercsipesz

1971 - Gabor Dénes (Nobel-dij): hologréfia
1997 - S. Chu, W.D. Phillips és C. Cohen-Tanoudji (Nobel-dij):

lézeres atomhtités.

A LEZER ALAPJAI I.
INDUKALT EMISSZIO

1. Abszorpcié

EZ
NZ
p(v)
BlZ
E, N

Atmenet gyakorisiga:
ny,=N;B,0(v)

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

2. Spontdn emisszi6

Atmenet gyakorisdga:
ny=NyAy,

E,-E, fotonok
egymadstol fliggetlentil
a tér minden irdnyéba.

3. Indukalt emisszié

p(v) Bx

Atmenet gyakorisiga:
ny=N,By0(v)

Kiils6 sugdrzasi tér hatdsara.
Sugdrzasi tér energidja né.
Emittélt és kiils6 fotonok fazisa,
irdnya, frekvencidja megegyezik.

A LEZER ALAPJAI II.
POPULACIO INVERZIO

FényerGsités az

A ki
Aktt
energianivok relativ.  F /\/\/« k('jze;

betoltottségétol fligg

dz

/\/\, F+dF dF=FA(N,-N,)dz

E,

8¢ |(ac (o |(0c [oc [oc

El - e R NN NN S

se lae
— —
E1

Termikus egyensily

Populacié inverzid

Magyardzat: kétallapotti atomi vagy molekuldris rendszer

E,, E,: energianivok, E,>E,

0(v) : sugdrzasi tér spektralis energiastirtisége
N, N, : adott energianivén levé atomok, molekuldk szdma
By, A,y Byt energianivok kozotti dtmeneti valoszintiségek (Einstein-féle egyiitthatok), By, = By,

EZ
e Populdci6 inverzié csak
tobbéllapott rendszerben! .
I3 Pumpalas
e Pumpélds: elektromos,
optikai, kémiai energia
E,

\\ Gyors relaxécié
E; ————— Metastabil allapot

/\/\/ Lézeratmenet




A LEZER ALAPJAI III. A LEZERFENY
OPTIKAI REZONANCIA TULAJDONSAGAI I.

Résl 1. Kis divergencia
P vy gy Parhuzamos nyaldb
Zarotiikor (99.9%) Pumpélas tereszts tiikkor (99%)
Lo 4 SN
2. Nagy teljesitmény
Aktiv kozeg Lézernyaldb Folytonos tizemmaddban tobb tiz, akar széz W (pl. CO, 1ézer)
Q-csatoldst tizemmodban a pillanatnyi teljesitmény hatalmas (GW)
! f ! Pt L Kis divergencia miatt éridsi térbeli teljesitménystirtiség
3. Kis spektralis savszélesség
“Monokromaticitas”
Rezonator: Nagy spektrdlis energiastirtiség -t
e két parhuzamos sik (vagy homora) tiikor = P :
®a kimend fényteljesitmény egy részét visszacsatolja a kdzegbe 4. Polarizaltsig
® pozitiv visszacsatolds -> 6ngerjesztés -> rezonancia
Optikai zdr a rezondtorban: Q-csatolds, impulzus tizemméd 5. Rendklvul I‘OVId 1mpulzusok 1ehetosege
ps, fs

A LEZERFENY
TULAJDONSAGALI II. LEZERTIPUSOK

Fényer6sit6 kozeg alapjan:
‘ 1. Szildrdtest lézerek

6. Koherencia Kristdlyokba v. tiveganyagokba bevitt fémszennyez&dés; Rubin, Nd-YAG, Ti-zafir

fazisazonossdg, interferenciaképesség Voros-infravoros spektralis tartomdny; Folytonos, Q-kapcsoldst tizemmdd, nagy teljesitmény
Idébeli koherencia (kiilonb6z8 id6pontokban emittalt fotonok fdzisazonossédga)
Térbeli koherencia (nyaldbkeresztmetszet menti fdzisazonossag) 2. Gdzlézerek

Legismertebb: He-Ne lézer (10 He/Ne). Kis energia, Széleskorti hasznélat
CO, lézer: CO,-N,-He keverék; A~10 ym; Oriési teljesitmény (100 W)

3. Festéklézerek
Szerves festékek (pl. rodamin, kumarin) hig oldata; Pumpaldsra mds 1ézer hasznalt
Nagy teljesitmény (Q-kapcsolt médban); Hangolhat6

4. Félvezetd lézerek

Osszefekvd p- és n-tipust, szennyezett félvezetSk hatdran.

Rezondtor tiikrokre nincs sziikség (belsd visszaversdés)

Voros, IR spektrdlis tartomény. Nagy kontinuus tizemmodu teljesitmény (akdr 100W)

Alkalmazds: holografia

Nyaldbkarakterisztika nem tul j6. Kis méret miatt széleskorti alkalmazas.




LEZEREK ALKALMAZASA

TELJESITMENY ALAPJAN

*  5mW — CD-ROM meghajtéd

*  5-10mW - DVD lejatszé vagy DVD-ROM meghajt6
= 100 mW — Nagysebességti CD-RW ir6

= 250 mW -DVD-R ir6

= 1-20 W —szilardtest-1ézer mikromegmunkalasra

= 30-100 W - sebészeti CO, lézer

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

. 1 kW -1 ecm diédalézer rad

— \
N

HOLOGRAFIA

Beamspiiner
Caherent Wivovimation
Ll beaws beam “ Obyect
e T —_—
et Réconstruction
Seam beam
\ TITTT
N
\ t Referend
t [t
; P s sl W
h P Photographic
ireor N
-~ J o

Gabor Dénes

i Virtual

Photographic
plate

Wavefionts

lfm onstricted

Viewer

Hologram felvétele Hologram megtekintése

Hologram fotolemez feliilete Hologramok

SEBESSEGMERES LEZERREL

LIDAR: “LIGHT DETECTION AND RANGING”

Lézer

&/\/ Pésztazo tiikor

Feliilnézeti elrendezés

-
Felvétel:
rekonstrudlt térbeli
elhelyezkedés.
Kozlekedési sebességmérsben:
100 impulzus 0.3 s alatt

R T T T

MALDI-TOF:

MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION

TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY

MALDI-TOF
sémdja

+ Gyorsitéba/
2 Detektorba
Impulzus lézer
Ny, 337 nm e
Tonok
Minta

Mintatart6




MALDI-TOF:

MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION

TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY

Intensity

MALDI-TOF
sémaja

Gyorsitéba/
& Detektorba

Impulzus lézer

No, 337 nm &
/ Tonok
I
,
\\h 1
-‘“‘“--,,__ i Minta
-~ Y1l
. — N A S
30 B N
N LA Mintatarto
s [ o

FLUORESCENCE ACTIVATED CELL
SORTER (FACS)

Sejtszuszpenzié
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Arai et al. Nature 399, 446, 1999.




FEHERJEGOMBOLYODAS
VIZSGALATA: STOPPED-FLOW
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FEHERJEGOMBOLYODAS
VIZSGALATA: QUENCH-FLOW
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