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LUMINESZCENCIAS TECHNIKAK

KELLERMAYER MIKLOS

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Fotolumineszcencia

LUMINESZCENCIA

¢ Gerjesztett dllapotbdl
tényemisszidval jaré relaxdcié

& Ahdmérsékleti sugdrzdson feliil
kibocsatott sugarzas

¢ “Hideg tény”

¢ Fluoreszcencia és foszforeszcencia

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Radiolumineszcencia



LUMINESZCENCIA LUMINESZCENCIA
MINDENUTT MINDENUTT

Radiolumineszcencia
Aurora borrealis (sarki fény)

Biolumineszcencia

LUMINESZCENCIA LUMINESZCENCIA
MINDENUTT MINDENUTT

Biolumineszcencia

Szentjanosbogar

Szuperrezoliciés mikroszkopia
(Nobel-dij 2014)

Epifluoreszcencia mikroszképia
(citoszkeletdlis rendszer)

Fluoreszcencia



A LUMINESZCENCIA TiPUSAI

Gerjesztés modja szerint Lumineszcencia tipusa
abszorpcié fotolumineszcencia
kémiai reakcié kemilumineszcencia, biolumineszcencia

termikusan aktivalt ion-rekombindcié termolumineszcencia

toltés injekcid elektrolumineszcencia

nagyenergidji radioaktiv sugdrzds radiolumineszcencia

surlédds tribolumineszcencia

hanghulldmok szonolumineszcencia
Gerjesztett dllapot szerint Lumineszcencia tipusa

els§ gerjesztett szingulett dllapot fluoreszencia

legalsé (gerjesztet) triplett dllapot foszforeszcencia

EGY GERJESZTETT MOLEKULA
EMISSZIOJA BONYOLULTABB...

...MERT ENERGIANIiVOI OSSZETETTEK.

Molekula: kovalens kotéssel

9sszekapcsolt atomok

Legegyszertibb eset: kétatomos “
molekula (pl., hidrogénmolekula)

A molekuldk vibracids és rotaciés mozgasokat végeznek!

Vibrdcio: kovalens kotés mentén torténd periodikus mozgds
Rotdcid: kovalens kotés tengelye koriili periodikus mozgas

Példdk a vibracios \ ) K ) \ ,
mozgdsra hdromatomos
(metilén) csoportban

(-CHe-): o s

Aszimmetrikus nyulus Szimmetrikus nyulus Ollbzis

FENYEMISSZO GERJESZTETT
ATOM ALTAL

Beérkezé foton Nagy energidji
) (E=hf) elnyelddése foton emisszidja
Gew esztett ot Elektron
Atommag apol
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' Atommag
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Elektron - ‘
Beérkezd foton & N Kis energidji
1 (E=hf) elnyel8dése "\7 foton emisszidja

Vonalas emisszios spektrum

MOLEKULA ENERGIAJA

Bom—Oppenheimer - kozelités:

E,  =E,+E +E,

total

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

Fontos megjegyzések:

¢ Energia allapotok egymastdl fiiggetlenek (csatolds elhanyagolhato).

* Allapotok energianivéi kvantaltak.

* Atmenetek “energiacsomag” (kvantum) elnyelésével / kibocsatdsdval jarnak.
* Energiaszintek kozotti kiilonbségek nagysdgrendje kiilonbozik:

~100x ~100x

E. > E, > E,

~3x1019] (~2eV) > ~3x1021] > ~3x102]

(“Okolszabdly”: ultraibolya >  ldthaté > infraviris )



ENERGIA ALLAPOTOK
ABRAZOLASA

Jabtonski-féle termséma:

egy molekula elektrondllapotait, és a kozottiik

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

Vibracids
S2 } energiaszintek -
(vékony vonalak) &
&ﬂ
2186 ceriess 2 gerjesztett
S, E]]]?:’wgfr]‘ sztett 5 Allapotok
ay g
7}
2
Elektron £
energiaszintek = S
(vastag g 2%
vonalak) E‘ g g
SO Alapillapot El alapillapot
©
Vajon mi ez az “S” (szingulett) dllapot?
Jablonski diagram (termséma) Belss Belsé konverzié:
' konverzié sugdrzasmentes atmenet
elektron energia-
S, : Vibraciés allapotok kozott (pl.
- relaxdcié S,—S1)
A
> “Intersystem Vibrdcids relaxdcio: egy
crossing” adott elektron
energiaallapoton beltili
« Sl e — de-excitdciés folyamat
o= —
g s T — T,
[E] § > ' “Intersystem crossing”:
SD . rendszerek kozott,
< SSugdrzdsos ) ) o
P dtmenet spinatforduldssal jaré
g 5) dtmenet (pl. S; —T1)
2 = >
<
v < < v Sugdrzdsos dtmenet:
SO [ fénykibocsatassal kisért
¥ v v $ ¥ energia-dtmenet

Gerjesztés  Fluoreszcencia  Foszforeszcencia

SPINALLAPOTOK

Pauli-elv:
e Minden kvantumallapotot csak egyetlen elektron tslthet be.

) ® Egy atomon beliil nem létezhet két olyan elektron, amelynek mind a négy
Wolfgang Pauli / ?

(1900-1958) kvantumszdma megegyezik.

betsltott alhéj: spin parositds
(ellentétes spini elektronok parosodnak)

Szingulett és triplett dllapotok:

az ered§ spindllapothoz rendelt médgneses momentum orientdcidinak szdma (magneses térben)
=2S+1 =1 (szingulett) vagy 3 (triplett). (S = eredd spin, pl. betoltott alhéj esetén (+1/2)+(-1/2) =0)
S: szingulett dllapot: ellentétes spindi pérositott elektronok, eredd spin (S) = 0, orientdcick

szdma = 2S+1)=1.

T: triplett dllapot: a molekuldban azonos spindllapott elektronok vannak, ered spin =1 (pl.
(+1/2)+(+1/2) = 1), orientdcidk szdma = (25+1 = 2+1) = 3.

¢ A gerjesztett energianivé
1
"""" r T * ? T alap energianivo
Szingulett Gerjesztett Gerjesztett
alapdllapot szingulett dllapot  triplett dllapot

KASHA-SZABALY

Fotonemisszid (fluoreszcencia vagy
foszforeszcencia) a legalacsonyabb
gerjesztett elektron-energiaéllapot (S1,
T1) legalacsonyabb vibraciés szintjérél

7 2

torténé dtmenet sordn 1ép fel.

Sugdrzdsos
dtmenet

NNANNNN
NANN

VAVAVAN

o

Michael Kasha (1920-)
Amerikai fizikus
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AZ ATMENETEK SEBESSEGE
(IDOSKALAJA)

fluoreszcencia foszforeszcencia
10°s 10¢-10s

gerjesztés "E ;

105 s

NN >

alapallapot \_/ i -
gerjesztett allapot \
relaxaci6 vibracids
relaxacio
102s

kioltas vagy bels6 konverzio
energiatranszfer (ho)

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI II.

Kvantumhatésfok (®)

D= emittalt fotonok szama <1 )
abszorbedlt fotonok szdma

ke

K

kqr = nem sugdrzdsos dtmenetek sebességi allandéi

A gerjesztett dllapot élettartama (7)

N 4
Ny N _ N _(kf +knr)t N = gerjesztett dllapotti molekuldk szdma
= 1V€ t=idé
1 kr= fluoreszcencia sebességi allando
= kur = nem-sugdrzdsos dtmenetek sebességi
Nofe kf +k, allanddja

7 = fluoreszcencia élettartam

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI I.

- Fluoreszcencia
g gerjesztési spektrum
£ (emisszi6 340 nm-nél)
o
=
s
£
2
&
—-l
43
1.0 — Y
08 H
0.6 — 1
04 :
0.2 1
n— !
t

Triptofiin spektrumai

250 300

350

Lumineszcencia spektrumok

Foszforeszcencia
emisszids spektrum
(gerjesztés 295 nm-nél)

1 T 1 T
400 450 500

Hulldmhossz (nm)

Fluoreszcens festékmolekuldk: “fluoroférok”
Fluoroférok célzott bekstésével nem fluoreszkal6 molekuldk is vizsgdlhatévd vélnak (“fluoreszcens jel6lés”)

e S&vos szinkép
® (erjesztési és emisszios
spektrumok

tiikorszimmetrikusak

“Stokes shift”

George Stokes
(1819-1903)

A FLUORESZCENCIA MERESE

Fluoreszcencia spektrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)

Gerjesztési hullamhossz
viéltoztatasdval felvett
spektrum

] A
1 Gerjesztési| \\
{ spektrum ’f ‘ \

€30 550 €00 380 FOC vSC 2

Aew= konstans
(emissziés maximum)

monokromator
(Aex véltoztathatd)

Gerjeszts

Emisszi6s
monokromator
(Aem véltoztathatd)

Fotodetektor

Kiivetta (minta)

Emisszids hulldmhossz
viéltoztatdsdval felvett
spektrum

AN

/ \ Emisszids
| [\ \ spektrum
|‘ “\ \

I\

|\
n

/

Aex = konstans
(gerjesztési maximum)



A FENY ELEKTROMAGNESES
HULLAM

® Térben tovaterjedd elektromdgneses zavar.
® Tranzverzalis hulldm.
e Polarizalhaté.

Magneses tér
oszcillaciéja

N

Tova-
terjedés
irinya

Elektromos tér
oszcillacidja

POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

Fast tumbling <+ >
4>
Polarisation

& iy

Depolarised Polarised filters

light light g >
POLARISED

=l on™=

Slow tumbling

I, -1 I =1
Polarizacié: pP= VA Anizotrépia; r= W VH
Ly + 1y, I, +2I,

POLARIZACIO, ANIZOTROPIA

abszorpeios

vektor £

Fluoroférokhoz rendelhet§ abszorpcids és — > o
L . X polarizécios

emisszios vektor: megszabja a foton Ly sz1ir6

abszorpcié és emisszi6 valszintiségét. H

Fotoszelekcié:

random populdciohl a

Vertikdlisan
sikpolarizalt
gerjeszts fény

Iv
Abszorpcié maximélis, ha absz. vektor és a
fény elektromos vektora parhuzamos. y Ly

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

GERJESZTES SORAN ELNYELT
ENERGIA SORSA

Bels6 konverzid
(hod)

Fluoreszcencia
kioltas

Rendszerek kozotti
atmenet

S—T
FRET

Fluoreszcencia (ns)
Foszforeszcencia (ms)

Sugdrzasos v. nem sugdrzasos dtmenetek!



Forster Rezonancia Energia
Transzfer (FRET) A FRET feltételei

* A gerjesztett dllapotban lévé molekula (donor), valamint egy megfeleld
spektroszkopias kovetelményeket kielégité molekula (akceptor) kozott dipdl- i
dipél kélcsdnhatis révén, sugarzas nélkiili energiaatadas forméjaban jon létre. * Fluoreszcens donor (D) és akceptor (A) molekula.

* A donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R) 2-10 nm!

*Atfedés a donor emissziés spektruma és az

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

Theodor Forster

(1910-1974) kozott.

Fl intenzitas ill. OD

ﬁf .
+ = Spektralis atfedés
/\/\/\/\/\ E ~Keger ~ 1/ R6 A\ ; / (atfedési integral)
Hullimhossz (nm)

A FRET alkalmazisa A fluoreszcencia orvosi-
biologiai alkalmazasai
¢ Molekularis mérészalag: tivolsigmérés a nm-es (10-°m) tartomanyban.

* Nagyon érzékeny (lasd hatvany osszefiiggés)! Néhany példa:

* Alkalmazas:
— Molekulak kozotti kélcsonhatasok tanulmanyozasa. & DNS szekvenilis (tinc termincis
— Molekulakon beliili szerkezeti valtozasok tanulmanyozasa. modszer)

¥ DNS festés (EtBr)

# DNS microarray technoldgia

¢ Fluoreszcencia mikroszképia

FRET mikroszkoépia

Cell #2

¢ Immunfluoreszcencia
# Fluoreszcencia-aktivalt sejt vilogatas
(FACS)
Donor

Akceptor
emisszio

emisszio Fo'{églg)r rezonancia energia transzfer

# “Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

# Fluoreszcens fehérje-konjugicios
technikak

¥ Jeldlés kvantum pontokkal (quantum dots)
¢ stb...

expNFRET




Fluorescence activated cell sorter (FACS)

Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas; Aramlasi citometria (flow cytometry)

* Fluoreszcensen fajlagosan megjeldlt sejtszuszpenziot sejtenként analizalunk o L
 Sok paramétert mértnk (fluoreszcencia intenzitds kiildnb6zé hullimhosszokon, kis- és nagyszog(i szoras)

o Statisztikai analizist végziink
o Sziikség esetén a sejteket szétvalogathatjuk a paraméterek alapjan

Folyadék-
képeny

Sejtszuszpenzid

Lézer Fokuszald

optika

(ja_._

Sejtszorter

Aramlo
seitek

Dikroikus tiikor Lencsék és sz(irék

=

Al

' Szferikus Ovoid

seitek

sejtek

Citometrias statisztika

i

Tcells (CD3*)

Lo

B cells (CD19%)

W,

4— Unstained cells _4
B cells (CD19%)

Detektor

Unstained
cells

Lézer pasztazo konfokalis
mikroszkopia

Pasztazas

“Konfokalis elv”

Objektiv lencse

Fokuszsikon kiviilrél
érkezé nyalab “Pinhole”

Fokuszsikbol érkezs
nyalib

Detektor

T cells (CD3*)

Zold: mikrotubulusok; Vords: aktin; Kék: sejtmag

Fluorescence Recovery After
Photobleaching (FRAP)

Sejtmembran, benne diffundélé
fluoreszkalé molekulik

N.B.:
A nggd%@ gg}gﬁ% i “Bleaching”: fehérités
“Photobleaching”: fotokifehérités
g
st Gk
B EUHE R e o o .
Diffuziés allandé
Diffizio, fluoreszcencia intenzitas né meghatﬁrozhaté a fluoreszcencia
Ema SR i itas vi Aréseé idébeli
c S R intenzitds visszatérésének idSbeli
lefutasabol:
Kazel teljesen visszatért fluoreszcencia 2
D w

4,

D = diffdzios allando
w = kifehéritett teriilet atmérdje
to = idéallandd

Fluoreszcencia visszatérése

Multifoton mikroszkopia

eKét (vagy tobb) foton energiaja 6sszeadddik a gerjesztéskor

*Gerjesztés (kovetkezésképp emisszid) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
*Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullimhosszu, révid (fs) fényimpulzusokkal

*Nagy hullimhossz miatt mély optikai behatolas (akar 2 mm)

GERJESZTETT
ALLAPOT

A=400 nm
Fény- T Fény-
emisszid emisszié

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

A=800 nm

erjesztés
erjesztés 3
k

G
G

Agykérgi piramissejtek Zold: proximdlis vesetubulusok; Véros: albumin (plazma)
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.?ji?ointillizmus (George Seurat, Paul Signae, Vincentywan Gogh, Maximilien Luce)

o,

Fluoreszcens jel6lési technikak

Nativ oldallancok jelolése

Célzott pontmutagenezis

Peptid ligacié

C-terminalis jelolés puromicin-szarmazékokkal

Nem természetes aminosavak pontmutagenezise
(egyedi fluorofér analizisre nem igazan alkalmas)

Fehérjekomplexek rekonstitucioja elére megjelolt
alegységekbdl

7. Fluoreszcens fehérjékkel valé konjugalas

8. Kvantumpontok

Fehérjefluoreszcencia forrasa

* Intrinsic fluoroférok
triptofan, tirozin

« Extrinsic fluoroférok
kivilrél bevitt festékmolekulak,
"fluoreszcens jelélés"
kémiai specificitas?
térbeli specificitas?

Fluoreszcens jel6lési technikak

1. Nativ oldallancok jeldlése

(CHa)gN [CH3)2
Fluorofor:
festékmolekula +
S kémiai keresztk6to
TMRIA

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



Fluoreszcens jelélési technikak

2. Célzott pontmutagenezis

Cisztein aminosav célzott elhelyezése

cDNS

<DNS

S primer INNGANS” primer

— ]

A

Az elsé PCR-reakcié terméke,
amely mar hordozza a muticist 3’ primer

Ly -—

A

A masodik PCR reakcié MT orientacid
terméke; a mutaciét hordozé
PEVK DNS szaKasza

1

Fluoreszcens jel6lési technikak

4, C-terminalis jel6lés puromicin-szarmazékokkal

Puromicin:

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

-kovalensen kapcsolodik a mar megszintetizalddott fehérje C-termindlisahoz
-fluoreszcens konjugatumai fehérjejelélésre hasznalhatok

Transcription and lranslalion
(30°C,1hr 15min)
DNA  CyS-puro

g

mRNA
Ribosome

l ORobasa
o P

Cy5-puro-kinesin

Bifunkcionalis fluorofor

Fluoreszcens jel6lési technikak
3. Peptid ligacio

Fehérje "0sszeallitasa" szintetikus, fluoreszcensen jel6lt peptidekbdl

tioészter /\ N-terminalis cisztein*
PEPTIDE 1 PEPTIDE 2 4°
HaN *—amanman— j—c =NH—wwwow=C
o

Step 1: reversible trans-thioesterification “
& PEPTIDE 1
H3N* —smamanv—C
g HaoN

Step 2: irreversible S-->N acyl transfer l peptidkatés

PEPTIDE 2 .0
c\

R-SH
Il -
0 (o)

SH
o
. PEPTIDE1 y; [ PEPTIDE 2 ,°
—AAANNN e = N H C—NH—AIWMMAI—C\

H3N
o

*Csak N-terminalis cisztein vesz részt a reakcioban

Fluoreszcens jelélési 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
alegységekbdl

Multi-subunit (alegység) fehérjék, fehérjekomplexek esetén



Fluoreszcens jel6lési technikak

7. Fluoreszcens fehérjékkel valé konjugalas

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

Méret: ~27 kDa, 238 aa

Szerkezet: 11-szalu -hordo

Kromofér: a kdzponti hélix Ser65-Tyr66-Gly67 oldallancaibdl
Fluoreszcencia 3D szerkezet intaktsagatdl fugg

Tandem flizios konstrukcié a GFP és a vizsgalt fehérje génjeibdl

Elénydk: in vivo mérések, mutansokbdl spektralis variansok allithatok eld,
melyek tobb kiilonbdzd konstrukcid egyuttes vizsgalatat is lehetévé teszik .

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

2. A GFP egyéb szini (kék, sarga, voros) mutansai
3. Fotoaktivalhaté GFP analég
4. Kaede: korallbél szarmazé fluoreszcens fehérje, mely UV-indukalhaté zéld-vérés fotokonverziét mutat

tion Coefficient

2000200

4500700

000,00

100,00

2000200

2500200

2000200

1500000

1000200

500200

Kvantumpont jelolés

Extinction/Emission Plot of Qdot Conjugates

gerjesztési spektrum

emissziés spektrum

Elény6k:

széles gerjesztési spektrum

hangolhat6 emisszios spektrum
fotokifehéredéssel szemben rendkiviil ellenalldéak

Fluoreszcens jel6lési technikak

8. Kvantumpontok

Félvezeté nanokristalyok
Emisszios spektrum a méret figgvénye

B 10-15 nm

-

v

Core (CdSe)

Shell (2nS)

G;
Polymer Coating

(kémiai aktivalas)

Streptavidin

Vords: aktin
Z6ld: 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, TULAJ DONSAGOK, ALKALMAZASOK

LEZER

1. Mi a lézer?

2. Rovid 1ézertorténet

3. A lézermiikodés alapjai

4. A lézerfény tulajdonsdgai

5. A lézerek tipusai

6. A lézer orvosi és bioldgiai alkalmazdsai

LEZEREK MINDENUTT

5 mW diddalézer Terawattos NOVA lézer - Lawrence Livermore Laboratories

néhdny mm Futballpdlya méret

LEZER:

“LIGHT AMPLIFICATION BY STIMULATED EMISSION OF RADIATION”

E,

Fényerd&sitést megvaldsité lumineszcens fényforras.
MASER: Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation



LEZERTORTENET DIOHEJBAN
o~

Albert E m~u in
(1879-1955) - ‘
h * 1917 - Albert Einstein: indukalt emisszio elméleti predikcidja.
" 7 adbusLschaviow ¢ 1946 - G. Meyer-Schwickerather: els6 szemmiitét fénnyel.
* 1950 - Arthur Schawlow és Charles Townes: az emittélt fotonok a
lathato tartomanyba eshetnek.

* 1954 - N.G. Basow, A.M. Prochorov, és C. Townes: ammonia mézer

-"' a'*k’(;h"‘"g - * 1960 - Theodore Maiman: elsd 1ézer (rubin 1ézer)
Chareen ,”'W R * 1964 - Basow, Prochorow, Townes (Nobel-dij): kvantum elektronika
- B * 1970 - Arthur Ashkin: 1ézercsipesz
g Alexander M * 1971 - Gdbor Dénes (Nobel-dij): hologréﬁa
* 1997 - S. Chu, W.D. Phillips és C. Cohen-Tunoudji (Nobel-dij): 1ézeres
steven Ch atomhdités.

* 2013. oktdéber 8 - NIF (National Ignition Facility, USA): magfizié
beinditdsa 192 1ézernyaldbbal, pozitiv energiamérleg.

\  Gibor Dénes
(1900-1979)

® * 2017 - ELI (Extreme Light Infrastructure) indulésa, Szeged.
Attoszekundumos (1018 s) fényimpulzusok el6allitésa.

[~

Krausz Ferenc

A LEZER ALAPJAI II.
POPULACIO INVERZIO

dJ=JK(N,-Ny)dx

Fényerésl’tés az ] = energiadram-siiriiség

o . Aktiv K = dllandé
ene.I.'gl...’clIIlVOk relatfv ] /\/\/' kozeg /\/\/' I+d] x = fény dltal a kdzegben megtett it

betoltottsegétéﬂ fugg N1, N> = atomok szama az energianivén
dx N.B.: Ha dJ pozitiv, tbb fény jon ki a
kozegbdl, mint amennyi bejut!
(.. -‘-;‘ (=~ 2) (; A (A~ (; - (2. A (a2
~— A A WA WA WA W
E, - - E,— - - - -
/,-..\/,w‘/,\»‘ (AR £FAN AR Py A
o¢ ) o) loc)loe ) o) loe loe
POOWOWY @B O W
Termikus egyenstly Populici6 inverzié
E,
L. ., Gyors relaxacio
® Populdci6 inverzié csak E \\ ¥ Metastabil dllaot
e etastabil dllapo

tobballapott rendszerben!

® Pumpélds: elektromos, L

s s . Lézeratmenet

optikai, kémiai energia /\/\/'
Fp — 1V

Pumpalas

A LEZER ALAPJAI I.
INDUKALT (STIMULALT) EMISSZIO

1. Abszorpci6 2. Spontén emisszié 3. Indukélt emisszié
E, — -_—
N, /J\]
p(v) % p(v) By
/\/\/ By, A; /\/\/
| N ~
Atmenet gyakorisaga: Atmenet gyakorisdga: Atmenet gyakorisdga:
n;,=N;B;,0(v) N, =NLA,, 1,,=N,B,,0(v)
AE=E,-E;=hv E,-E, fotonok Kiils6 sugdrzdsi tér hatdsara.
energiakvantum egymastdl fliggetlentil Sugdrzési tér energidja nd.
elnyelésekor. a tér minden irdnyaba. Emittalt és kiils6 fotonok fézisa,

irdnya, frekvencidja megegyezik.

Magyardzat: kétallapotd atomi vagy molekuldris rendszer

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

0(V) : sugdrzdsi tér spektrdlis energiastirtisége

Ny, N, : adott energianivén levé atomok, molekuldk széma

By Ay, Byt energianivok kozotti dtmeneti valészintiségek (Einstein-féle egyiitthatok), By, = By,

A LEZER ALAPJAI III.
OPTIKAI REZONANCIA

Részlegesen
Z&rotiikor (99.9%) Pumpdlds dtereszt tikor (99%)
[ T A
Akt kozeg Lézernyaldb

rr ot

A
d=m-— m=123 ..

2

Rezonitor:

e két parhuzamos sik (vagy homort) tiikor

e a kimend fényteljesitmény egy részét visszacsatolja a kozegbe
e pozitiv visszacsatolds -> dngerjesztés -> rezonancia

Optikai zar a rezondtorban: Q-csatolds, impulzus tizemmad



A LEZERFENY A LEZERFENY
TULAJDONSAGAI . TULAJDONSAGAI II.

I. Kis divergencia
Parhuzamos nyalab

6. Koherencia

2. Nagy tg'ieSit’ménX o ) Fézisazonossdg, interferenciaképesség
Folytonos tizemmaddban tobb tiz, akar szazW (pl. CO, lézer) Iddbeli koherencia (kiilonbszs idSpontokban emittélt fotonok fézisazonossaga)

Q.-cse.xtolasu l.I.ZEm.mOd’b%l!'l a P'"an?m)f' tglleslltme"n): h’atalmas (GW) Térbeli koherencia (nyalédbkeresztmetszet menti f4zisazonosség)
Kis divergencia miatt oriasi térbeli teljesitménysriiség

3. Kis spektralis savszélesség - —~
“Monokromaticitas”
Nagy spektralis energias(riség 20
g fixt He-Ne lézer
emissziés
spektruma
4. Polarizaltsag o
et Alkalmazds: hologréfia, optikai koherencia tomografia
5. Rendkiviil rovid impulzusok lehetésége
ps,fs
V4 r LLJ r r
LEZERTIPUSOK A ZOLD LEZERMUTATO
Total P
. FshLanp  Coupier
Fényersito kozeg alapjan: -
1. Szildrdtest lézerek o Lépések:
s . I P ) Fiath Lamy
Terlst?’lyokba v. liveganyagokba bevitt fémszennyezddés; Rubin, Nd-YAG, | - + suleNY WYy — H[ + suleNY WYy — |"‘m [ I u 1. Diédalézer (808 nm) pumpél
i-zafir ) o
Voros-infravoros spektralis tartomény; Folytonos, Q-kapcsoldsti tizemmod, l 2. Szilardtest-lézer (Nd:YVO:
nagy teljesitmény Tépegyséq (telep) d\épduaw\}gilécrlé DPSS lézer neodimiummal szennyezett
fémlap . ] egyseg yttrium-vanadat) 1064 nm-es
2. Gidzlézerek ij;a*a MCA A fényt allit els
Legismertebb: He-Ne lézer (10 He/Ne). Kis energia, Széleskor( hasznalat lézezrrel 3. KTP (kalium titanil-foszfat)
CO, lézer: CO,-N,-He keverék; A~10 um; Oridsi teljesitmény (100 W) s . .
2 kristaly frekvenciat duplaz
(hulldmhosszt felez): 532 nm
3. Festéklézerek ) (z61d)
Szerves festékek (pl. rodamin, kumarin) hig oldata; Pumpdldsra mds lézer ::g: o
hasznalt festéklézer
Nagy teljesitmény (Q-kapcsolt médban); Hangolhaté
4 Félvezetd lézerek 808 nm Fokuszalo Szorolencse *Megjegyzések:
Osszefekvd p- és n-tipust, szennyezett félvezetSk hatdran. pumpalo lencse Kellmator 1R o ISI’%*- Yiod ) 1 solid
Rezondtor titkrokre nincs sziikség (belsd visszaverddés) dioda M(jz. C 1011 -9711m mpec lso ic St;lte
Voros, IR spektrélis tartomény. Nagy kontinuus {izemmédu teljesitmény T | T T i multiple crystal assembly
(akér 100W) dicdalézer |Beam Paths: | 808 nm — 1084+632nm 632 nm LD: laser diode

Nyaldbkarakterisztika nem til j6. Kis méret miatt széleskérti alkalmazas.

Light emerges
& pobi



LEZEREK, SPEKTRALIS , ,
LEZEREK ALKALMAZASA

VONALAK ES SAVOK TELJESITMENY ALAPJAN

E
g
3% £ a2

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

= 250 mW -DVD-Riré

904-1065 nm

L XIS - ; = 1-20 W —szilardtest-lézer mikromegmunkdldsra
ULTRAVIOLET G NEAR-INFRARED
mf1 mi Wi 2 e ] = 30-100 W —sebészeti CO, 1ézer

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

360-400 n
v InGaN
370-493 nm

. 1 kW =1 cm didédalézer rud

A rontgentdl az infravordsig rendelkezésre dllnak 1ézervonalak.

, ,
LEZERALKALMAZAS SEBESSEGMERES LEZERREL
SZEMPONTJAI LIDAR: “LIGHT DETECTION AND RANGING”

Lézer

Pésztazo tiikor

Kozlekedési sebességmérsben:
100 impulzus 0.3 s alatt

e [ranyithatdsdg
¢ Teljesitmény "
PY MonOkroma tiCi t é S . Feliilnézeti elrendezés
e Koherencia
% ’ Felvétel:
¢ rekonstrudlt térbeli
E elhelyezkedés.



Teljesitménystirtiség

MALDI-TOF:

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

MALDI-TOF
sémadja

¢+ Gyorsitéba/

& Detektorba

Impulzus lézer

Ny, 337 nm 1
L

Tonok

Minta

Mintatarté

| Teljesitménystirtiség

LEZERCSIPESZ

Baktérium sejt

manipuléldsa

Gradiens lézercsipesszel
erd i

Fénytord

mikrogydngy EGYENSULY

Szérdsi erd

(fénynyomas)
R . R . o Molekularis
A lézercsipeszben a fotonok és a fénytord részecske «— erémérés
iy P lehetsége!
kozott impulzuscsere lép fel

Molekula
manipuldldsa
lézercsipesszel

3 pm atmérGji latex
(polistirol)
mikrogyongyok
optikai csipeszben

Aktin filamentum dsDNS

| Teljesitménystirtiség

“LASER CAPTURE
MICRODISSECTION”

a e b TS

Termolabilis polimer a

B o O’
T ey Cpkealin

1‘? Infravéirds lézer V o
megolvasztja a polimert Megolvadt polimercsepp
(TSl = Eolvaszip 2R

mikroszképos képe

Kivélasztott sejtek a d
N polimer olvadékban

Ll « By

]
ITA" “Fogbers”
g [N

\ 2,:.]; #—— Nyiréerd
‘_- }

\ 4 I

Feliileti
megtarté eré

Jelent6ség: lokdlis
analitika lehetGsége
(kémia, genetika)

HOLOGRAFIA

Benmspliner

" Virtual
N e
Cudwrant | Hivmirsion o
lifh e beam Obyject .
I L

Réeonsttuction Phatographic
o plate
Refarpay
e Reconstructed
=t Savefivnts
Gabor Dénes

(1900-1979)

Viewer

Hologram felvétele Hologram megtekintése

Hologram fotolemez feliilete Hologramok



o 7. Lézer alapjelenség,
STED mlkrOSZkoPIa lhe(7neokr0£rj1§tei(ist§§
. .. . teljesitmény, irdnyithatosdg
(STimulated Emission Depletion)

e FEHERJEGOMBOLYODAS
VIZSGALATA TRANZIENS

(Nobel-dij 2014)
A

- d=—"7
Hell: 2-NAJI+T I

Alapillapot (s6tét)

confocal

KINETIKAI
MODSZEREKKEL

Maghartya porus
komplexek STED
mikroszkopos képe

Depletil6 lézer intenzitas (/) ndvelése

<€

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

——  «——— Theoretical Starting Signal
A
- I “Insirument Dead Time Mixer 2
\ )
Fluorescence j}” \ Delay
Optical \ O Loop
Path "I ~Absorbance - \ Vi
N Sample
o Collection
Mixer Stopping .
Syringe | \\\
T T Q A B
) . Time (ms)
A B . Flow Stopped-Flow
Y e — |
b SUpra Stepper Motor
I . e’
Drive g 0o 1 burst phase Quench Flow Plumbing (not to scale)
£ (0)
Single Mixing Stopped-Flow g o

g ~ %
[

" . e L . . ,

Y Analitika kémiai mddszerekkel (SDS-PAGE, stb.)
w0 x‘*)ﬂ—o—)—u——o—o—')—-(_s(@

oo oz 004 .06 208 c1o
Time (s)



