A FENY KELTESE

KELLERMAYER MIKLOS

A FENYEMISSZIO EREDETE

Emisszio: “kibocsatas”

1. Termikus (feketetest) sugdrzds 2. Lumineszcencia

Mechanizmus: atomok, molekuldk Mechanizmus: 1%erjesztet’t allapoti
hémozgasa energia kibocsatasa
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“Feketetest” (Termikus) sugarzas

A termikus sugarzas a fénykeltés egyik mechanizmusa

Hécsere:
hémérséklet
kiegyenlitédés

T,>T,

vakuum

* Magas hémérsékletii testek fényt
bocsatanak ki (emittalnak).

* Minél magasabb a test
hémérséklete, annal révidebb
hullamhosszak jelennek meg az
emisszids spektrumaban.

... o de mi az a “fekete test”...?

A feketetest minden raeso
fenyt elnyel
A targyak nemcsak sugaroznak, hanem a sugarzast el is nyelik (abszorbealnak)!

Kisugarzott feliileti teljesitmény (M) és abszorpcios
tényezO (&) aranya konstans (Kirchoff torvénye):

Gustav Robert Kirchoff
(1824-1887)

Abszolut fekete testre (BB*):

a ABB — 1 (*BB = "black body”)

 Vagyis az abszolut fekete test minden rea esé
sugarzast elnyel (“semmit” nem ver vissza).

o Az abszolut fekete testen ezért a hémérsékletfiiggd
emisszio (“feketetest sugarzas”) idedlisan vizsgalhato.




Feketetest sugarzas

Tulajdonsagai és a levonhato kovetkeztetések

% “Ultraibolya

2 L ameroh” Stefan-Boltzmann torviny:
3 \

) —

i M, (T)=0oT

$ Klasszikus elmélet

N (Rayleigh-Jean Mes = kisugarzott feliileti teljesitmény,

g torveny) emisszios spektrum alatti teriilet.

£

Jozef Stefan  Ludwig Eduard Boltzmann
(1835-1893) (1844-1906)

1000 000 o

Wien-féle eltolédasi torvény:

AMpere = ;
Mo, Ao T = const
' T e
Wilhelm Wien
fr (1864-1928)
I\ T Planck-féle sugarzasi torvény: ;
i —
A\ E=hf
;E W h = hataskvantum, Planck-
i I | T allando (6.626 x 1034 J5).
i I ,
Nzt & A x Ertelme: az energia

csomagokban (kvantumokban) .
nyelddik el és emittalédik Max Karl Ernst Ludwig Planck
4 (1858-1947)

TERMIKUS SUGARZAS
ALKALMAZASA

Thermografia, infradiagnosztika

Nem abszorbedl6 rétegeten “at lehet 1dtni”

Wl EmlGsziirés,
emlGcarcinoma

Gyulladas

Krénikus
musculoskeletalis
stressz (fajdalom)

LUMINESZCENCIA

¢ Gerjesztett allapotbdl
fényemisszidval jaré relaxdciod

& A h6mérsékleti sugdrzdson feliil
kibocsatott sugarzas

¢ “Hideg fény”

¢ Fluoreszcencia és foszforeszcencia

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Fotolumineszcencia




LUMINESZCENCIA LUMINESZCENCIA
MINDENUTT MINDENUTT

LUMINESZCENCIA LUMINESZCENCIA
MINDENUTT MINDENUTT

Biolumineszcencia
Szentjanosbogar

Biolumineszcencia




LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Szuperrezoluciés mikroszképia (Nobel-dij 2014)

Epifluoreszcencia mikroszképia (citoszkeletalis rendszer)

Fluoreszcencia

A LUMINESZCENCIA TiPUSAI

Gerjesztés médja szerint Lumineszcencia tipusa
abszorpcié fotolumineszcencia
kémiai reakci6 kemilumineszcencia, biolumineszcencia
termikusan aktivalt ion-rekombindacié termolumineszcencia
toltés injekcid elektrolumineszcencia
nagyenergidjui radioaktiv sugdrzds radiolumineszcencia
surlédas tribolumineszcencia
hanghulldmok szonolumineszcencia

Gerjesztett allapot szerint Lumineszcencia tipusa
els6 gerjesztett szingulett dllapot fluoreszencia
legalsé (gerjesztet) triplett dllapot foszforeszcencia

FENYEMISSZO GERJESZTETT
ATOM ALTAL

Beérkezo foton Nagy energiajt
; (E=hf) elnyel6dése S foton emisszidja
1‘1 Gerjesztett { / Elektron
Atommag qllapnt LLL)
/ Kozbiils
v / exzr:g“ 1 /

szint

O \ 1hcson} 1bb/
energiaszint

[
L
Elektron j =

Atommag

! _ Beérkezg foton ‘-'- . Kis energ1a1u foton
‘|‘ (E=hf) elnyelédése \7 emisszidja

Vonalas emisszids
spektrum:

EMISSZIOS SPEKTROSZKOPIA
ALKALMAZASA

Langfotometria

Klinikum: szérum ionok (Na*, K*)
Alkdli fémek kvalitativ és kvantitativ meghatérozédsa meghatarozédsa




EGY GERJESZTETT MOLEKULA
EMISSZIOJA BONYOLULTABB...

...MERT ENERGIANI{VOI 6SSZETETTEK.

Molekula: kovalens k&téssel
Osszekapcsolt atomok
Legegyszertibb eset: kétatomos
molekula (pl., hidrogénmolekula)

A molekuldk vibracids és rotaciés mozgdsokat végeznek!

Vibrdcio: kovalens kotés mentén torténd periodikus mozgds
Rotdcio: kovalens kotés tengelye koriili periodikus mozgds

Példék a vibrécids * ’ \ , ( ’
mozgdsra haromatomos : y

(metilén) csoportban
(-CHy-):

Aszimmetrikus nyiilds Szimmetrikus nyilds Ollozds

MOLEKULA ENERGIAJA

Born-Oppenheimer - kozelités:

E  =E +E +E,

total

Max Born J. Robert Oppenheimer
(1882-1970) (1904-1967)

Fontos megjegyzések:

Energia dllapotok egymadstdl fiiggetlenek (csatolds elhanyagolhat6)
Allapotok energianivéi kvantdltak

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

~100x ~100x

E. > E, > E,

~3x109] (~2 eV) > ~3x1021] > ~3x1023]

ENERGIA ALLAPOTOK
ABRAZOLASA

Jabtoniski-féle termséma:

egy molekula elektrondllapotait, és a kozottiik

Alexander Jabtonski
(1898-1980)
végbemend dtmeneteket (nyilakkal) mutatja

. Vibréaciés
S } energiaszintek = ==
2 . v ———
(vékony vonalak) = —
EQ
% . & gerjesziett
Sy Bedgoresstett 3 hapok
E —
2
Elektron i
energiaszintek & 8 %
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vonalak) = S g
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SC' Alapadllapot g alapillapot
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SPINALLAPOTOK

Pauli-elv:
® Minden kvantumaéllapotot csak egyetlen elektron télthet be.
. ® Egy atomon beliil nem létezhet két olyan elektron, amelynek mind a négy
Wolfgang Pauli . . A
(1900-1958) kvantumszdma megegyezik.

betsltstt alhéj: spin parositds
(ellentétes spinti elektronok parosodnak)
Szingulett és triplett dllapotok:

az ered§ spindllapothoz rendelt magneses momentum orientédciéinak szaima (mégneses térben) =
25+1 =1 (szingulett) vagy 3 (triplett). (S = eredd spin, pl. betoltott alhéj esetén (+1/2)+(-1/2) = 0)

S: szingulett allapot: ellentétes spint pérositott elektronok, eredd spin (S) = 0, orientdciok
szdma (25+1) = 1.

T: triplett dllapot: a molekuldban azonos spindllapotu elektronok vannak, eredd spin =1 (pl.
(+1/2)+(+1/2) = 1), orientdciok szdma (25+1 = 2+1) = 3.

¢ A gerjesztett energianivé

,,,,,,,,,,,,, T¢ T T alap energianivé

Szingulett Gerjesztett Gerjesztett
alapallapot szingulett dllapot  triplett dllapot




Energia

A LUMINESZCENCIA

FOLYAMATAI

Jablonski diagram (termséma)
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Belsd konverzio:
sugdrzdsmentes dtmenet
elektron energia-
llapotok kozott (pl.
$2—51)

Vibrdcids relaxdcio: egy
adott elektron
energiadllapoton beliili
de-excitdcids folyamat

“Intersystem crossing”
rendszerek kozotti,
spinatforduldssal jaré
dtmenet (pl. S; —»T1)

KASHA-SZABALY

Fotonemisszio (fluoreszcencia vagy
foszforeszcencia) a legalacsonyabb
gerjesztett elektron-energiadllapot (Si,
T1) legalacsonyabb vibrécids szintjérdl
torténd atmenet soran lép fel.
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Michael Kasha (1920-) S v v
Amerikai fizikus 0

AZ ATMENETEK SEBESSEGE

gerjesztés

ININING

alapallapot

(IDOSKALAJA)

fluoreszcencia
10°s 10¢-10s

b4

1015 s

—_—

foszforeszcencia

\_/ gerjesztett allapot ~.

relaxacié / \

vibracids
relaxacio
1012g

kioltds vagy bels6 konverzi6
energiatranszfer (ho)

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI 1.

Lumineszcencia spektrumok

- Fluoreszcencia

g gerjesztési spektrum Foszforeszcencia

£ (emisszi6 340 nm-nél) emisszids spektrum . . 4

& (gerjesztés 295 nm-nél) e Savos SZIn-kep

g

£ ® Gerjesztési és emisszids
5 l spektrumok

tikorszimmetrikusak

|

=

ARNA e “Stokes shift”

George Stokes
(1819-1903)

)] — |
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Triptofdn spektrumai Hulldmhossz (nm)

Fluoreszcens festékmolekuldk: “fluoroférok”

Fluoroférok célzott bekotésével nem fluoreszkalé molekuldk is vizsgdlhatévé vélnak (“fluoreszcens jel5lés”)




A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGALI II.

Kvantumhatdsfok

emittalt fotonok szdma <1

abszorbedlt fotonok szdma

ke Hkie +kise + kg

kn=nem sugdrzdsos dtmenetek sebességi dllando6i

A gerjesztett dllapot élettartama

146 4=

Liwye

3]

dN

N = Noe—(kf +h, )t

—={k +k, )N

N=gerjesztett dllapott
molekuldk szama

t=id6

k=fluoreszcencia sebességi
dllando
knr=nem-sugdarzdsos
dtmenetek sebességi
dllandéja

t=fluoreszcencia élettartam

A FLUORESZCENCIA MERESE

Fluoreszcencia spektrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)

Gerjesztési hullamhossz
véltoztatdséval felvett

Kiivetta (minta)
spektrum
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Emisszi6s
monokromator
(Aem viltoztathat6)

Fotodetektor

Emisszids hullimhossz
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spektrum
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A fluoreszcencia orvosi-
biologiai alkalmazasai

Néhany példa:

-+

Fluoreszcencia mikroszkopia

-

DNS szekvenalas (lanc terminacios
modszer)

DN festés (EtBr)
DNS microarray technologia

Immunfluoreszcencia

L L L

Fluoreszcencia-aktivalt sejt valogatas
(FACS)

# Forster rezonancia energia transzfer
(FRET)

# “Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

# Fluoreszcens fehérje-konjugacios
technikak

# Jeldlés kvantum pontokkal (quantum dots)

# stb...

Forster Rezonancia Energia

Transzfer (FRET)

* A gerjesztett allapotban Iévé molekula (donor), valamint egy megfelelé

spektroszkopias kovetelményeket kielégité molekula (akceptor) kozott dipol-
dipél kolcsonhatas révén, sugdrzas nélkiili energiaatadas formajaban jon létre.

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

hv

hv = +

E ~ keger ~ 1/RS

o

Theodor Forster
(1910-1974)

hv




A FRET feltételei A FRET alkalmazasa

. * Molekularis mérdszalag: tavolsigmérés a nm-es (10-m) tartoményban.
* Fluoreszcens donor (D) és akceptor (A) molekula. + Nagyon érzékeny (lisd hatvany osszefiiggés)!
* A donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R) « Alkalmazas:
2-10 nm! — Molekulak kozotti kélesonhatdsok tanulmanyozasa.
» Atfedés a donor emisszios spektruma és az — Molekulakon beliili szerkezeti valtozasok tanulmanyozasa.

abszorpcios spektruma kozott.

FRET mikroszkopia

Donor Akceptor
o Spektralis atfedés emisszio emisszid
= (atfedési integral)
B
g
;TE- Transzfer
hatasfok

Hullamhossz (nm)

Fluorescence activated cell sorter (FACS) Fluorescence Recovery After
Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas; Aramlasi citometria (flow cytometry) Ph Oto b I eac h i ng (F RA P)

 Fluoreszcensen fajlagosan megjeldlt sejtszuszpenziot sejtenként analizalunk

¢ Sok paramétert mérunk (fluoreszcencia intenzitas kiilonbozé hullamhosszokon, kis- és nagyszogli széras)
o Statisztikai analizist végziink Sejtmembrén, benne diffundalé
o Sziikség esetén a sejteket szétvilogathatjuk a paraméterek alapjan

fluoreszkdlé molekulik
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T cells (CD3*) B cells (CD19%) Iéze:‘:s:;gl : fluoreszcencia intenzitas
B S T S visszatérésének idobeli
) 4 l . A ik gt lefutasabol:
F°|__Yadek‘ Aramlé I\ !‘ . L ) Kifehérités eldtti kép
képeny ! = - Diffiizi6, fluoreszcencia intenzits né
seitek
L Unstained cells —‘ C e
_ B cells (CD19%) i g e 2
S;u‘:Ok Detektor w
88 a ! Kozel teljesen visszatért fluoreszcencia D _—
oo R TR
, . 0 a8 — .- D bl 4t
Lézer Fokuszalo E g D
i ( ined
optika 1 Detektor U"::TI: o
0
@ 0
~ o8

w = kifehéritett terilet atmérdje
tp = idSallando

Y

* 3 A c D Kifehéritést azonnal kéveté kép
D Tcells (03*) Tos{ | r , D = diffiizios 4llando
|-'.‘ T
B
L

—
S
<
<
«»
Sejtszorter 3 Dikroikus tiikér Lencsék és sziirék N
9]
3
£
R

] w20 P 00
Szferikus Ovoid 1d8 (s)
seitek sejtek

Fluoreszcencia visszatérése




Lézer pasztazo konfokalis Multifoton mikroszkopia
m i I( ro SZ I(é p i a eKét (vagy tobb) foton energiaja 6sszeadddik a gerjesztéskor

*Gerjesztés (kovetkezésképp emisszid) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
*Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullamhosszu, révid (fs) fényimpulzusokkal
*Nagy hullamhossz miatt mély optikai behatolas (akar 2 mm)

GERJESZTETT
ALLAPOT
A=400 nm

Pasztazas

A=800 nm

—

erjesztés

Fény-
emisszio

Gerjesztés

Fény-
emisszi6

G

0)

“Konfokalis elv”

Objektiv lencse

Fokuszsikbol érkezd
nyalab

Detektor

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

Fékuszsikon kiviilr6|

Agykérgi piramissejtek Zold: proximalis vesetubulusok; Voros: albumin (plazma)
érkezd nyalab “Pinhole” Z6ld: mikrotubulusok; Vords: aktin; Kék: sejtmag

Szuperfelbontasu mikroszkopia

Kémiai Nobel-dij, 2014

A feloldasi problémat poziciomeghatarozasi problémava alakitjuk

Feloldasi probléma (Abbé-elv) Poziciémeghatarozasi probléma “Sztochasztikus” adatgy(jtés egyedi fluoroforokrol
(pontossag a fotonszamtél fiigg)

T T Saprnhean 14 b s

STORM (“stochastic optical reconstruction microscopy”); PALM (“photoactivated localization microscopy™)
",r__ N A ] e B lwz\ —. " 4 =
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Mikrotubuldris

folyamat rendszer
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