A FENY KELTESE

FENYEMISSZIO, TERMIKUS SUGARZAS,
LUMINESZCENCIA

KELLERMAYER MIKLOS

“Feketetest” (Termikus) sugarzas

A termikus sugarzas a fénykeltés egyik mechanizmusa
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Hdcsere:
hémérséklet
kiegyenlitédés

* Magas hémérsékletii testek fényt
bocsatanak ki (emittalnak).

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

..ho de mi az a “fekete test”...:

A FENYEMISSZIO EREDETE

Emisszid: “kibocsatds”

1. Termikus (“feketetest” v. h6-) sugdrzas 2. Lumineszcencia
Mechanizmus: atomok, molekuldk Mechanizmus: gerjesztett llapoti
hémozgdsa energia kibocsatasa
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A feketetest minden raeso
fenyt elnyel
A targyak nemcsak sugaroznak, hanem a sugarzast el is nyelik (abszorbealnak)!

Kisugarzott felileti teljesitmény (M) és abszorpcios
tényezd (o) aranya konstans (Kirchoff térvénye):
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Gustav Robert Kirchoff
(1824-1887)

Abszolut fekete testre (BB*):

o BB = (BB = "black body”)

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

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




Feketetest sugarzas

Tulajdonsagai és a levonhato kovetkeztetések
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2 b el Stefan-Boltzmann torviny.
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¢ M, (T)=0oT

s Klasszikus elmélet i . L

¥ (Rayleigh-Jean Mss = kisugarzott feliileti teljesitmény,

g [z torveny) emisszids spektrum alatti terilet.

£ 87 Jozef Stefan | udwig Eduard Boltzmann
Plank- (1835-1893) (1844-1906)
elmélet
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Wien-féle eltolddasi torvény:

Mg AT = const

max

A\
Wilhelm Wien
i (1864-1928)

L] Planck-féle sugarzasi torvény:

E = hf

i h = hataskvancum, Planck-
ST dllands (6.626 x 104 Js).

L .
72 * Ertelme: az energia
csomagokban (kvantumokban)

.
nyelédik el és emittalddik Max Karl Ernst Ludwig Planck
Y (1858-1947)

LUMINESZCENCIA

e Gerjesztett dllapotbdl
tényemisszidval jaré relaxdcié

o A hémérsékleti sugarzéson feliil
kibocsatott sugarzas

o “Hideg fény”

e Fluoreszcencia és foszforeszcencia

TERMIKUS SUGARZAS
ALKALMAZASA

Thermogréfia, infradiagnosztika

Nem abszorbedl6 rétegeten “dt lehet ldtni”

- Eml&sziirés,

eml§carcinoma

%

Gyulladds

Krénikus
musculoskeletdlis
stressz (féjdalom)

Lézas dllapot, epidémia detektdldsa

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Fotolumineszcencia




LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Radiolumineszcencia

Biztonsagi
jelzéfény

Kis energiaigényti, rendkiviil
hosszii ideig miikodd, kis
fénykibocsétast fényforrasok. . o

Aurora borrealis

(sarki fény)

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Fluoreszcencia alkalmazdsok

GFP-egér

Szuperrezolticiés mikroszképia ; - ;
(Nobel-dij 2014) Epifluoreszcencia mikroszkopia
(citoszkelet4lis rendszer)

LUMINESZCENCIA
MINDENUTT

Biolumineszcencia

Szentjdnosbogdr (luciferin-luciferdz reakcio)

A LUMINESZCENCIA TiPUSAI

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

termikusan aktivalt ion-rekombindcié termolumineszcencia

toltés injekcid elektrolumineszcencia

nagyenergidju radioaktiv sugdrzas radiolumineszcencia

surlédds tribolumineszcencia

hanghulldamok szonolumineszcencia
Gerjesztett dllapot szerint Lumineszcencia tipusa

els6 gerjesztett szingulett dllapot fluoreszencia

legalsé (gerjesztet) triplett &llapot foszforeszcencia




FENYEMISSZO GERJESZTETT
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EGY GERJESZTETT MOLEKULA
EMISSZIOJA BONYOLULTABB...

...MERT ENERGIANIiVOI OSSZETETTEK.

Molekula: kovalens kdtéssel
Osszekapcsolt atomok
Legegyszertibb eset: kétatomos
molekula (pl., hidrogénmolekula)

E

Energia dllapotok egymastdl fiiggetlenek

A molekuldk vibrécids és
rotaciés mozgdsokat végeznek:

D LS

Aszimmetrikus Szimmetrikus

myiilds nyiilds Ollézds

Vibrdcid: kovalens kotés mentén torténd periodikus mozgds
Roticid: kovalens kotés tengelye koriili periodikus mozgds

Molekula energidja: Born-

Oppenheimer - kozelités:

total

(csatolds elhanyagolhat6).
Allapotok energianivéi kvantéltak.

Atmenetek “energiacsomag” (kvantum)

elnyelésével /kibocsatdsaval jarnak.
Energiaszintek kozotti kiilonbségek
nagysdgrendje kiilénbozik:

Energidk skédldzéddsa:

= Ee + Ev + Er ~100x ~100x

E. > E, > E,
~3x10-19] (~2eV) > ~3x1021] > ~3x10-3]

("Okolszabdly”: ultraibolya > ldthaté >  infravords )
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EMISSZIOS SPEKTROSZKOPIA

Alkdli fémek kvalitativ és kvantitativ meghatdrozasa
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ALKALMAZASA

Langfotometria

Klinikum: szérum ionok (Na*, K+)
meghatdrozasa
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ENERGIA ALLAPOTOK

Alexander Jabtonski

Spinallapotok - a Pauli-elv

(1898-1980)

Vajon mi ez az “S” (szingulett) dllapot? ,_.__.;> )

(1900-1958)

e Minden kvantumallapotot csak

egyetlen elektron tolthet be.

o Egy atomon beliil nem létezhet két

olyan elektron, amelynek mind a

négy kvantumszdma megegyezik.

betoltott alhéj: spin pérositds
(ellentétes spinfi elektronok
pérosodnak

Jabtoriski-féle termséma:
egy molekula elektrondllapotait, és a
kozottiik végbemend dtmeneteket
(nyilakkal) mutatja
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ABRAZOLASA
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————————  Elsé gerjesztett
Sl -1 Aallapot

Abszorpcio
Gerjesztés

Elektron

energiaszintek
(vasta,
vonalak

Alapéllapot

Szingulett és triplett dllapotok: az eredd spinallapothoz rendelt méagneses
momentum orientdcidinak szdma (méagneses térben) = 25+1 =1 (szingulett) vagy
3 (triplett). (S = eredd spin, pl. betsltott alhéj esetén (+1/2)+(-1/2) = 0)

T: triplett allapot: a molekuldaban azonos
spinallapott elektronok vannak, eredd
spin=1(pl. (+1/2)+(+1/2)=1),

orienticiok szdma = 25+1=2+1)=3.

Vg
e

Gerjesztett Gerjesztett
szingulett dllapot  triplett dllapot

S: szingulett allapot: ellentétes spinfi
pérositott elektronok, ered spin (S) =0,
orientdciok szdma = 2S+1)=1.

gerjesztett energianivo

alap energianivo

Szingulett
alapallapot



Energia

A LUMINESZCENCIA
FOLYAMATAI

Jablonski diagram (termséma)

Bels6 Sugdrzasmentes dtmenet elektron energia-
v konverzié: allapotok kozott (pl. S:—S1)
S') H Vibréciés Egy adott elektron energiadllapoton
- ! relaxdci6: beliili de-excitédcids folyamat
v
“Intersystem Rendszerek kozotti, spindtforduldssal
Crossmg jaré atmenet (pl. S1 —T1)
Sl
T - tH T
| ifop '
2 S Sugdrzdsos Sugdrzdsos dtmenet: fénykibocsatassal
i S dtmenet 2 kisért energia-atmenet
¥ S
< Kasha-szabily:
¥ < r ] Sugdrzésos dtmenet
* | - H T (fluoreszcencia vagy
50 — foszforeszcencia) a
3 ] H legalacsonyabb
L v Vv gerjesztett elektron-

enerlglaallapot (51, Th)
legalacsonyabb vibraciés
szmt]erol torténd dtmenet
sordn lép fel.

Gerjesztés Fluoreszcencia Foszforeszcencia

- %
Michael Kasha
(1920

A LUMINESZCENCIA
TULAJDONSAGAI I.

Lumineszcencia spektrumok

- Fluoreszcencia
g gerjesztési spektrum Foszforeszcencia
£ (emisszi6 340 nm-nél) emisszids spektrum S . 14
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.‘ﬁ
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Fluoreszcens festékmolekulak: “fluoroférok”

AZ ATMENETEK SEBESSEGE
(IDOSKALAJA)

fluoreszcencia

gerjesztés

1015 s
AV AVAV4
alapallapot

109 s

—

foszforeszcencia
106-10s

Y5

\_/ gerjesztett allapot

relaxacié / \

kioltas vagy
energiatranszfer

(ho)

vibracios
relaxaci6
1012 s

bels6 konverzio

A LUMINESZCENCIA

TULAJDONSAGALI

Kvantumhatésfok (®)

emittalt fotonok szama

abszorbedlt fotonok szama
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nem sugdrzdsos dtmenetek sebességi allandéi

b=

A gerjesztett dllapot élettartama (7)

N

Fluoroférok célzott bekstésével nem fluoreszkalé molekuldk is vizsgalhatova valnak (“fluoreszcens jeldlés”)
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N = gerjesztett dllapotti molekuldk szdma
t=1idé
kr= fluoreszcencia sebességi alland6

kur = nem-sugdrzdsos dtmenetek sebességi
dllandéja

7 = fluoreszcencia élettartam



Gerjesztési hullamhossz
valtoztatdsdval felvett
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A FLUORESZCENCIA MERESE

Fluoreszcencia spektrométer
(“Steady-state” spektrofluoriméter)

Emisszids hullamhossz
valtoztatdsaval felvett

Kiivetta (minta)

(emissziés maximum) (gerjesztési maximum)

Forster Rezonancia Energia
Transzfer (FRET)

A gerjesztett allapotban lévé molekula (donor), valamint egy megfeleld
spektroszkopias kdvetelményeket kielégité molekula (akceptor) kézétt dip6l-
dipél kdlcsonhatas révén, sugarzas nélkiili energiaitadas formajaban jon létre.
Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET): ha az energiatranszfer
szerepl6i fluoroférok. =
Feltételek: A donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R) 2-10 nm!
Atfedés a donor emisszios spektruma és az akceptor abszorpcios spektruma kozott.

Alkalmazasok: molekularis mérdszalag (2-10 nm tartomanyon); kotédések,
kolcsohatasok, intramolekularis tavolsagok mérése.

E ~ keper ~ 1/R6

Theodor Forster
(1910-1974)

FRET mikroszkopia

Akceptor
emiIsszio

Transzfer
hatasfok

Lézer

Eh=( g =

Jeldlés kvantum pontokkal (quantum dots)

A fluoreszcencia orvosi-
biologiai alkalmazasai

Néhany példa:

DNS szekvendlas (lanc terminacios
modszer)

DN festés (EtBr)
DNS microarray technoldgia
Immunfluoreszcencia

Fluoreszcens fehérje-konjugacios technikak
(GFP)

Forster rezonancia energia transzfer
(FRET)

Fluoreszcencia-aktivalt sejt valogatas
(FACS)

“Fluorescence recovery after
photoleaching” (FRAP)

Specidlis fluoreszcencia mikroszkopiak

Fluorescence activated cell sorter (FACYS)

Fluoreszcencia aktivalt sejtvilogatas; Aramlasi citometria (flow cytometry)

* Fluoreszcensen fajlagosan megjeldlt sejtszuszpenziot sejtenként analizalunk

e Sok paramétert mérunk (fluoreszcencia intenzitas kiildnb6zé hullaimhosszokon, kis- és nagyszog( széras)
o Statisztikai analizist végziink

o Sziikség esetén a sejteket szétvalogathatjuk a paraméterek alapjan

seit - . L I
ejtszuszpenzio Citometrias statisztika
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Fluorescence Recovery After
Photobleaching (FRAP)

Sejtmembran, benne diffundilé

fluoreszkalé molekuldk N.B.:
3 o -
A E %M “Bleaching”: fehérités
. “Photobleaching”: fotokifehérités
Megvilagitas 227
intenziv S
lézerfénnyel
PR ettt ot
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Diffuziés allandé
Diffdzio, fluoreszcencia intenzitds né meghatﬂrozhaté a fluoreszcencia
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Fluoreszcencia visszatérése

Multifoton mikroszkopia

eKét (vagy tobb) foton energiaja 6sszeadddik a gerjesztéskor

*Gerjesztés (kdvetkezésképp 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
T A=400 nm
D T

A=800 nm

erj é
jesztés ?

Gerjesztés

Fény-
emisszié

Fény-
emisszi
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O
OO

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

Agykérgi piramissejtek Zold: proximdlis vesetubulusok; Véros: albumin (plazma)

Lézer pasztazo konfokalis
mikroszkopia

Pasztazas

“Konfokalis elv”

Objektiv lencse

Fokuszsikbol érkezs

Detektor

Fokuszsikon kiviilrél
érkezé nyalab “Pinhole”

Zold: mikrotubulusok; Varos: aktin; Kék: sejtmag

Szuperfelbontasu mikroszkopia

Kémiai Nobel-dij, 2014
A feloldasi problémat pozicidmeghatarozasi problémava alakitjuk!

“Sztochasztikus” adatgyfijtés
(egyedi fluoroférokrol)

Full With st Half Maztimum Sirmto-Muloculs s Suverreeolution insus
pix . il { &

Rav: Data Gaussian Fil Functior D3t Point

Feloldasi probléma Poziciémeghatarozasi probléma
(pontossag a fotonszamtdl fiigg)

(Abbé-elv)
0.611

nsino

)d:

STORM (“stochastic optlcal reconstruction mlcroscopy ");  PALM (“photoactivated localization microscopy™)

Adaty rg\u césT
fol/amaz |id) Bekapcsol fluoroférok 3 () Poziciokbsl szimitott ke




