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14. Allumineszcencia gyakorlati alkalmazasa
b) a lumineszcencia orvosi/laboratériumi felhasznalasa

65. Modern fénymikroszkdpiai eljarasok
a) konfokalis Iézer-mikroszkop
b) kétfotonos gerjesztés
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b) Atomerd mikroszkopia
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Fluoreszcens festékek (molekulak)

Fluorescence emission
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1. Adaxa Fluor® 350
2. Mdaxa Fluor® 405
3. Mawa Flugr® 230
4. Adaxa Fluar™ 488
5. Adaxa Fluar® 500
6. Adaxa Fluor® 514
7. Mbgsca Flugr® 532
8. Adea Fluor® 546
9. Abaxa Fluar® 555
10, Adaxa Fluor® 5668
11, Mdapca Fluge® 594
12. Adaxa Fluae® 610
13. Adaxa Fluor® 633
14, Mgwa Fluor® 835
15, Adeoca Fluge® 847
16. Adaxa Fluor® 660
17. Adaa Fluor® 680
18, Adpa Fluar® 700

Wavelength (mm)

19, Abawa Fluoe® 750
20. Adaxa Fluor® 790

Kiil6nb6z6 szini festékmolekulak kothetdk kiilonb6zo helyekre



A fog és a tomoéanyag autofluoreszcenciaja Fluoreszcensen jelzett baktériumok

Characteristics of hard tooth tiss

spectrum

17500 Fluorescence spectra of filling materials
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8 s00f CLASI-FISH: fluoreszcens festékkel jelolt, egyszald DNS-darabkak kombinaciojanak
L .2 oot specifikus kot6désén alapul, mas-mas szin keverddik ki, ahogy mas kombinaciéban
porfirn flioreszcencia & oo b caries és aranyban kotédnek az egyes darabok a kilonb6zé fajtaju baktériumokhoz.
Sl ii’:f,f’;’,’i' aosed o sortwave ighe s " 2 200k ‘ ‘ . . ‘ After looking at these samples, Leeuwenhoek wrote that he saw “an unbelievably great company of living animalcules, swimming
Ha a porcelan més fluoreszcens tulajdonsagt, erés napfényben mas szine lesz, mint a tsbbi fognak. 0500 550 600 650 700 750 800 more nimbly than any | had ever seen up to this time. The biggest sort . . . bent their body into curves in going forwards. . .
5 wavelength / nm Moreover, the other animalcules were in such enormous numbers, that all the water . . . seemed to be alive."
Az idealis fluorofér Fluoreszcens kvantumpoéttyok
- kicsi (a) CdSe-b6l ZnS boritassal készilt
- hidrofil kvantumpottyok
- a lathato tartomanyban nyel el és emittal (kétfoton: IR-ben nyel el) fluoreszcenciamikroszképos képe
- nagy Stokes eltolodasa van
- specifikusan kotddik A kvantumpoéttyok mérete
(biotin/avidin, His-tag/Ni, antitest/antigén, NH2, SH) hatarozza meg az emittalt
- fényes (abszorpcié*fluoreszcencia hatasfok nagy) fluoreszcencia szinét.
- nem, Vagy Iassar) eg _kl (klve_\{e' FRAF,)) i A nanométeres méret( félvezet6 kristaly darabkaba
- nem csindl fotokémiai reakciokat (kivéve: uncageing) elektron vagy lyuk van “bezarva’,

elektronok vannak egy zart dobozban meghatarozott
energiaszinteken, mint a molekuldkban is

- nem pislog (kivéve: STORM)

(b) tiz eltér6 méretd, ezért elérd

szinben fluoreszkalé CdSe/ZnS
kvantumpotty kozel 100% hatasfok!



A tokéletes fénykibocsaté anyag Fluoreszcens kvantumpottyokkel jelolt rakos daganatok
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Fluoreszcens jelolo médszerek parhuzamos alkalmazasa

Excltation {nm): 804 (2 phaton) 488 ik R 637
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megfestett HelLa sejtek.

A vonal 20 um hosszu.

Hans Jansen és Zacharias Jansen
1590-ben o6sszetett mikroszkéopot épit

3x-10x nagyitas
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Antoni van Leeuwenhoek 1632-1723

1674-ben egyszerii mikroszkopot készit

kivancsi volt és j6 lencséket tudott csiszolni

el6szor latott baktériumokat a sajat maga és masok
fogardl vett mintdban (animacules), felfedezte a
vérsejteket és él6 spermiumokat figyelt meg.
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“Végtelenre korrigalt” optika
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Az optikai eszkdzok gyartasat
tudomanyos alapokra helyezte.
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ntind.

§=0,61-A/(n-sinw) NA numerikus appertira, az objektiv
fontos paramétere

Point Spread Function (PSF)

(a) Airy disk (b) 2D Gaussian (c) Profile through the centre of the Airy
disk (black) and Gaussian fit (red)

A (fluoreszcens) targy egy pontjanak képe, nem egy pont,
hanem adott intenzitaseloszlasu folt. Ez a tulajdonsag a fény
hullamtermészetének a kdvetkezménye.

Az objektiv segitségével egy térrészbe lehet a fényt fékuszalni,
nem egy pontba (fL).



A numerikus apertira hatasa a PSF-re

A fény hullamtermészetének hatasa a képre

Fluoreszcencia mikroszkdp

Fluoreszcencia mikroszkop
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Epifluoreszcens és konfokalis mikroszkop

A konfokalis mikroszkép miikodése (CLSM) ssszehasonlitisa

epifluoreszcens
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http://micro.magnet.fsu.edu/primer/virtual/confocal/index.html http://micro.magnet.fsu.edu/primer/virtual/confocal/index.html
Dentinalis tubulusok human fogban A kétfotonos mikroszkop miikodési elve
S,
£
== i
So

Miért jobb vastag mintak esetén (in vivo)?
-gerjesztés: hangolhaté impulzus laser (nagy fotonslirliség a fékuszban, 1 femtoliter)
25 Microns -nincs kétfoton-elnyelédés a fokuszon kivil - optikai szeletelés
1 -a gerjesztd voros-infravoros fény kevésbé szérédik
-az 0sszes szért fluoreszcencia fényt detektdljuk
-kevesebb fakulas
-autofluoreszcencia is latszik
-tébb festék gerjeszthetd egyszerre




A kétfoton gerjesztésii pasztazo fluoreszcencia

e Egyedi molekulak vizsgalata

“Plenty of Room at the Bottom”

" The principles of physics, as far as | can see, do not speak
against the possibility of maneuvering things atom by atom. It
is not an attempt to violate any laws; it is something, in
principle, that can be done; but in practice, it has not been
done because we are too big."

Richard Feynman, 1959

Fog metszete

Vese in vivo, sejten beliili Ca

Egyedi F1 motor (ATP szintaz) forgé mozgasa Szuperrezoluciés mikroszkop

The Nobel Prize in
Chemistry 2014

z STED
ey

N - PALM
o & | & P
-:-5? - ,.“"J Photo: A. Mahmoud Photo: A. Mahmoud Photo: A. Mahmoud STORM
T 3 H’H‘j ; : Eric Betzig Stefan W. Hell William E. Moerner
é J B - L Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

| The Nobel Prize in Chemistry 2014 was awarded jointly to Eric
a

] = 80 w0 Betzig, Stefan W. Hell and William E. Moerner "“for the development
Tirme (s} of super-resolved fluorescence microscopy".



STimulated Emission Depletion (STED) mikroszkop

Stefan Hell Gttér6 munkaja nyoméan
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STimulated Emission Depletion (STED) mikroszkop

Szinaptolizin szervezddése
az Ujra-hasznositott
szinaptikus vezikuldkban.

STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

gerjesztésre nem minden
festék fog vilagitani

sok képet vesziink fel

a tdl kozeli festékek

egyszerre ritkan vilagitanak

az emittalt fényfoltok
illesztésébdl kapott
kdzéppontokat rajzoljuk fel

https://www.microscopyu.com
ftutorials/a-comparison-of-
sted-and-storm-
superresolution-imaging

Resolved Image




Photo-Activated Localization Microscopy (PALM)

Eric Betzig és Harald Hess
talalmanya nyoman

Photo-Activated Localization Microscopy (PALM)

Axonok citoszkeletalis szerkezete

CD63, lizoszéma transzmembran fehérje

1.0 ym

Pasztazé tiiszondas mikroszkopok
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(Scanning Probe Microscopy — SPM)

A mikroszképok olyan csaladja, amely a minta felszinének
domborzati képét hozza létre. Egy hegyes tlivel pasztazzunk a
felszint és a hegy-minta kdlcsdnhatast mérjuk.

STM feltalal6i (1981): Heinrich Rohrer and Gerd Binnig

'>,L\V

A\J/\
g

“@o-@

STM SNOM AFM

U




Atomero6 mikroszkop (Atomic Force Microscopy - AFM)

AFM: a mért kélcsbnhatas a hegy
és minta kozotti eré

lézer .
o

lencse l
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s , .,
1 ,f kvadrans diéda
| ”
pasztazo tli minta

piezoelektr.
asztal

A tu és a minta kozotti ero

Contact Mode AFM

Atd jellemz6i:

- tipikusan 100 ym hossza, 1um vastag V alaku
- kis rugéallando ;

- nagy rezonanciafrekvencia
- szilicium (-oxid, -nitrid)

Eré

\

Tavolsag

Al és a minta alland6 kontaktusban vannak.

A taszito tartoméanyban dolgozik.

Allandénak tartja az erét: koveti a felszin hullamzasat.

A mérdrugo fliggbleges deformaciojat detektaljuk.

Lokdlis erd spektroszkopia: a felllet egy adott pontjaban az
er6/elmozdulas flggveény.

Tapping Mode AFM

At 20-100 nm amplitadoju rezgéseket végez, minden
rezgesnél érinti a fellletet.

Arezgeési amplitudoé és fazis valtozik ahogy a felszinen a
kiemelkedések és mélyedések vannak.

vonzas
Elonyok és hatranyok
Contact Mode AFM
El6ny: Hatrany:
gyors pasztazas a vizszintes erdk torzitjak a képet
atomi felbontas torzitas a minta feliletén 1évé viz miatt
érdes feliiletekre j6 a lagy bioldgiai mintakat megkarcolja
Tapping Mode AFM
El6ny: Hatrany:
nagyobb lateralis felbontas (1 — 5nm) lassabb pasztazas

kevésbé teszi tonkre a lagy mintakat



Extra-cellularis konnexon AFM képe

Kalcium-indukalt konformécio
valtozas az extra-celluléris
konnexon felszinben.

Avonal 23 nm hosszu.

Closed Open gap junction
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T
transmembrane domains (M1-Md)

Connexon
cell A) extracellular loops (E1 and E2)
Cytoplasm cytoplasmic loop (CL)
terminal domains (Nand )
Plasma membrane
extracellular
Plasma membrane
Cytoplasm
Connexon’
(cell B)

‘Current Opinion in Biotechnolegy

Connexin

Cterm
(COOH)

Connexin structure

Keérdés

Hogyan tudjuk szétvalasztani a gerjeszt6 fényt (lampa) a detektaland6 gyenge
fluoreszcens jeltdl a fluoreszcens mikroszképban? Mi teszi ezt lehet6vé?

Kollagén szalak

5. Habelitz et al. | Journal of Structural Biology 138 (2002) 227-236

(@) (b)

Fig 3. Mised-mode surface plots of tapping and phase mode AFM images of dentin collagen fibrils, obtained (a) in
repeat pattern is still present after dehydration.

Polypeptide chain

Triple-stranded collagen @

molecule

k ~ 300 nm >| 7[:

Collagen fibril @

231

50.0 nn

Fig 2. Tapping mode AFM image of dentin collagen fibrils, obtained

10-300 nm from demineralized specimen (15s citric acid) treated with 6.5 vol¥s
NaOCly, for 130s and in air, showing the repeat pattern and the

fe—>{67nm random distribution of fibrils in intertubular dentin.



