Fehérjefluoreszcencia forrasa

MAKROMOLEKULAK - Intrinsic fluoroférok
SZERKEZETVIZSGALO MODSZEREI

triptofan, tirozin

» Extrinsic fluoroférok
kiviilrél bevitt festékmolekulak,
"fluoreszcens jelélés"
kémiai specificitas?
térbeli specificitas?

LUMINESZCENCIAS TECHNIKAK 2
(MULT HETROL)

KELLERMAYER MIKLOS

Fluoreszcens jelélési technikak

2. Célzott pontmutagenezis

Fluoreszcens jel6lési technikak

1. Nativ oldallancok jeldlése

Cisztein aminosav célzott elhelyezése Bifunkcionalis fluorofér
(CH3)2 NlCH3)2
FI uo rOfor: 5° primer INUtAns” primer
A c<DNS
festékmolekula + . .
2H kémiai keresztkotd ¥ g“" &
'y
TMRIA AZ els§ PCR-reakcié terméke, b
amely mér hordozza a mutaciét 3 primer o TMR 5
L
> -+ B
c¢DNS Cyoe nd
. PR P UI-:'\, Np,./c
Relativ kémiai specificitas (SH, NH,) S ad
Relativ térbeli specificitas A 4 S " anean
Lépések: A mésodik PCR-reakcié MT orientacio
P . . ry oz terméke; a mutaciét hordozé
-molaris arany szamitasa PEVK DNS szakasza
-inkubalas L

-nem kotddott festék eltavolitasa (dializis, kromatografia)



Fluoreszcens jel6lési technikak Fluoreszcens jeldlési technikak

3. Fluoreszcens fehérjékkel valé konjugalas 4. Kvantumpontok
1. Z8ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP) Félvezeté nanokristalyok w gerjesztési spektrum emisszios spekirum
Emisszids spektrum a méret fliggvénye
A B .
Méret: ~27 kDa, 238 aa . —,“*“_. 10-15 nm
Szerkezet: 11-szal( p-hordé W: ‘sﬁ‘.
4 ! c
Kromofér: a kdzponti hélix Ser65-Tyr66-Gly67 oldallancaibdl K %‘."{"i ore (cdse)
e LY e :
Fluoreszcencia 3D szerkezet intaktsagatdl fugg p "’ 3 ':’:‘% '\ Shell (zps) — p - .
Tandem flizios konstrukcié a GFP és a vizsgalt fehérje génjeibdl ":"‘s&‘i ‘ Polymer Coating B! E . |
6nyok: in vivo mérések, mutansokbdl spektralis variansok allithatok eld, > TRl L _
El6 K in vi srések ) Kbl Kirali ., K allithatok elé ‘ " L‘ﬁ': (;émla::‘l:lvélés) ' ‘
melyek tdbb killénbszé konstrukcid egyiittes vizsgalatét is lehetévé teszik . g T, B TVAL optavidie A @ i
Hatranyok: pislogas, csak terminalis (N vagy C) jelolés, a GFP a célfehérje
mUkddését szterikusan befolyasolhatja. L
El6nyok:

széles gerjesztési spektrum
hangolhaté emissziés spektrum

2. AGFP egyéb szin( (kék, sarga, vérés) mutansai fotokifehéredéssel szemben rendkivil ellenélléak

3. Fotoaktivalhaté GFP analég

4. Kaede: korallbél szarmazé fluoreszcens fehérje, mely UV-indukalhaté zéld-vérés fotokonverziét mutat Vérss: akti
Bros: aktin g

Z6ld: Laminin

Kék: sejtmag

LUMINESZCENCIAN ALAPULO
FENYEROSITES: LEZER

ALAPOK, TULAJDONSAGOK, ALKALMAZASOK

5 mW diddalézer Terawattos NOVA lézer - Lawrence Livermore Laboratories
néhany mm Futballpalya méret




LEZERTORTENET DIOHEJBAN

Y
Albert Einstein
(1879-1955, *® ‘
h * 1917 - Albert Einstein: indukalt emisszio elméleti predikcidja.

3

. Al schaviow—— © 1946 - G. Meyer-Schwickerather: elsé szemmditét fénnyel.

(1921-1999)

* 1950 - Arthur Schawlow és Charles Townes: az emittdlt fotonok a
lathato tartomanyba eshetnek.

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

5 | \';ko,,y<, Basow i .
(19222001 * 1960 - Theodore Maiman: els 1ézer (rubin 1ézer)
* 1964 - Basow, Prochorow, Townes (Nobel-dij): kvantum elektronika

Charles H. Townes
(1915-)

* 1970 - Arthur Ashkin: 1ézercsipesz

* Aleande M Prokhoror ® 1971 - Gibor Dénes (Nobel-dij): holografia
(Y * 1997 - S. Chu, W.D. Phillips és C. Cohen-Tunoudji (Nobel-dij): 1ézeres

atomhtités.

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

5 Gabor Dénes

‘ ® g * 2017 - ELI (Extreme Light Infrastructure) indulésa, Szeged.
Attoszekundumos (10-18 s) fényimpulzusok el6allitésa.

Krausz Ferenc

-

A LEZER ALAPJAI II.
POPULACIO INVERZIO

dJ=JK(N,-Ny)dx

Fényerésl’tés az ] = energiadram-siiriiség

K
o . Aktiv K = dllandé
energlaanOk relatfv ] /\/\/' k('jzeg /\/\/' I+d] x = fény dltal a kdzegben megtett it

betdltottségétdl fligg N1, N> = atomok szama az energianivén
dx N.B.: Ha dJ pozitiv, tobb fény jon ki a
kozegbdl, mint amennyi bejut!
(.. ) (== (; 3 (22 (; ~) (:. A (a2
A, L\ e e A W W
E, - - E,— - - - -
A A A 4R 4R 4R A AR
oc loe ) oc oc |0oc ) 0e) loe ) loe )
El = P \‘ > ‘} P \‘ > b P b P E \. y \. y
1
Termikus egyenstly Populici6 inverzié
E,

\\ Gyors relaxicié

® Populdci6 inverzié csak E Metastabil sllapot
1T etastabil allapo

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
TULAJDONSAGAI .

I. Kis divergencia
Parhuzamos nyalab

2. Nagy teljesitmény
Folytonos tizemmaodban tébb tiz, akar szazW (pl. CO, lézer)
Q-csatolast izemmodban a pillanatnyi teljesitmény hatalmas (GW)
Kis divergencia miatt oriasi térbeli teljesitménysriiség
3. Kis spektralis savszélesség = T~
“Monokromaticitas” w0
Nagy spektralis energias(riség 250
7 fix He-Ne lézer
0%0 FU/H €mISSZIOS
ol spektruma
4. Polarizaltsag o :
5. Rendkiviil rovid impulzusok lehetésége
ps,fs
LEZERTIPUSOK
“Total o
Reficior Flish Lamp Couples

Fényersito kozeg alapjan:
1. Szildrdtest lézerek

u N:YAG Crystal

S
Kristdlyokba v. iiveganyagokba bevitt fémszennyezdés; Rubin, Nd-YAG, Tk Lasogy
Ti-zafir B ey |
Voéros-infravoros spektralis tartomény; Folytonos, Q-kapcsoldsti tizemmod, Swply

nagy teljesitmény

2. Gdzlézerek
Legismertebb: He-Ne lézer (10 He/Ne). Kis energia, Széleskor( hasznalat
CO, lézer: CO,-N,-He keverék; A~10 ym; Oridsi teljesitmény (100 W)

3. Festéklézerek

Szerves festékek (pl. rodamin, kumarin) hig oldata; Pumpdldsra mds lézer
haszndlt

Nagy teljesitmény (Q-kapcsolt médban); Hangolhaté

4. Félvezet6 lézerek

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

Rezondtor titkrokre nincs sziikség (belsd visszaverddés)

Voros, IR spektrélis tartomény. Nagy kontinuus {izemmédu teljesitmény
(akar 100W)

Nyaldbkarakterisztika nem til j6. Kis méret miatt széleskérti alkalmazas.

Light emerges
& pobi

fémlap Sulse  CW
véghsa energy , sower
CO,
- 1R kW
lézerrel
1141w

1mlt1mW

festéklézer

1miF1 mw

LI+ kW

di6édalézer

A LEZERFENY
TULAJDONSAGAI II.

6. Koherencia

Fdzisazonossdg, interferenciaképesség
Id6beli koherencia (kiilénb6z8 idépontokban emittélt fotonok fézisazonossdga)
Térbeli koherencia (nyaldbkeresztmetszet menti fézisazonossag)

Alkalmazds: holografia, optikai koherencia tomogréfia

LEZEREK, SPEKTRALIS
VONALAK ES SAVOK

CD,10.6 ym

13
c

\e 3.391 pm

Nitrogen 337
— AC4ES0

He-n

ULTRAVIOLET

200 nm

A rontgentdl az infravorosig rendelkezésre dllnak 1ézervonalak.



LEZERALKALMAZAS
SZEMPONTJAI

e rdnyithatdsdg

e Teljesitmény

e Monokromaticitas
e Koherencia

Teljesitménystirtiség

MALDI-TOF:

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

MALDI-TOF
sémadja

¢+ Gyorsitéba/
& Detektorba
Impulzus lézer
Ny, 337 nm o
= Tonok
Minta

/ / Mintatarto

SEBESSEGMERES LEZERREL

LIDAR: “LIGHT DETECTION AND RANGING”

Lézer

Pésztaz6 tikor

Feliilnézeti elrendezés

Felvétel:

rekonstrudlt térbeli
elhelyezkedés.

Kézlekedési sebességmérSben:
100 impulzus 0.3 s alatt

T rrrrererares

| Teljesftménystirtiség

“LASER CAPTURE
MICRODISSECTION”’

a Termolabilis polimera D

.
. pops s 3
5 AT yijtosapka aljan v 7
ClaoVegtem s o) o (
., IPh»]:H pPH \» -
? Infravérés lézer Mevolondt oot
P megolvasztja a polimert egolvadt polimercsepp
TS la e = BoRsZIR AR mikroszképos képe
C 1]
Kivélasztott sejtek a d
N polimer olvadékban

sl L ST

Cc [ ]
\_3‘__ “Fogders”
—— ——
IS
\ B ——F—— Nyiréers
p— {
\ A 4 | )
v
c Feliileti

megtarté erd

JelentGség: lokalis
analitika lehetSsége
(kémia, genetika)




Koherencia

HOLOGRAFIA

o -—
\( mage
Cahreni Mivrmvimation i
2

L

il b b o Obfecy

—_— T —_—
“ Réconstruction t Photagraphic
et
. beam li\'m onerricred
- wavefioms
) LT | Piharographic
Gébor Dénes MTFTE: N e
(1900-1979) Y

Viewer

Hologram megtekintése

Hologram fotolemez feliilete Hologramok

MIKROSZKOPIAK

GEOMETRIAI ES

Fenymikroszkopia

Geometriai optika

Ha a fény a hulldmhossznal sokkal nagyobb
résen halad 4t, a hulldmfront (fézis) terjedése
egy egyenessé (“sugar”) egyszer(sithetd.

B !

Zacharias Jensen Anton van Leewenhoek Robert Hooke
(1580-1638) (1632-1723) (1635-1703)
__!,

Op ik<i>t,e,rngétlry

Sugdrdiagram

® Optikai nyaldb (“fénysugar”): absztrakcio,
matematikai egyenes.

e A nyilak az energiaterjedés iranyat jelolik.

® Optikai tengely: az optikai elemek (pl. lencsék)
kdzéppontjan dthaladé egyenes.

® Reverzibilitds elve: az energiaterjedés (nyilak)
irdnya megfordithato.

Cellulak parafaban
mikroszkopja mikroszképja (Robert Hooke)

Leewenhoekkegyszert’i Robert Hooke

HULLAMOPTIKA

Hulldmoptika

Ha a fény a hulldmhossznal kisebb vagy
azzal 6sszemérhetd résen halad at, a
hulldmtermészetet figyelembe kell venni.

Bizonyos jelenségek
nem magyarazhatok a

geometriai optikaval! @

A fény mint hulldm fontos paraméterei:

® Periédusidd (T)
o Frekvencia (f=1/T)

® Terjedési sebesség (v, ¢)
® Hullimhossz (A): egy T alatt megtett tavolsag:

A=cT=X
S

A fény terjedési sebessége vdkuumban: c=2,99792458 x 108 ms-!

Optikailag siiriibb kozegben a fény terjedési sebessége csdkken 1y = —

(c1). Ez kifejezhetd az abszolut torésmutatéval (ns):

G
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FENYVISSZAVERODES:
REFLEXIO FENYTORES

% P Optikai tengely
Optikai tengely Bees6 nyalab !
Beesd nyaldb | Visszavert nyalab . o
n2
o :
: Megtort nyaladb
Reflekta]6 feliilet h2 >t :
® ot = beesési sz0g; [ = torési sz0g. .
o x = beesési 520g; of = visszaverddési sz0g. ® Beess és megtort nyalébok azonos sikban vannak. w — i — &
®Bees és visszavert nyaldbok azonos sikban vannak. o Snellius-Descartes torvény: sin ﬁ c, n
®Beesési és visszaverddési szogek azonosak (a=a’).
r -m r r
A FENYTORES MAGYARAZATA: ,
A LEGROVIDEBB IDS FERMAT-FELE ELVE DISZPERZIO
Opikal tengely ATermat-ely a természetben A térésmutaté hulldmhosszfliggo!

mashol is mtikoédik!

Sima feliilet: gyors el6rehaladas

. L
n2 Ge. : Legrovidebb
S ‘tta “lassi”
- kozegben
n, >ni

|
'

'

'

'

|

'

'

'

!
Te.
| .
1

'

|

'

|

'

'

|

'

'

'

I

|

A fény azt az utat jarja be, amelyet
a leggyorsabban (i.e., legrovidebb
id¢ alatt) tud megtenni.

® Nagyobb frekvencia - nagyobb térésmutaté
Hangyak (Wasmannia auropunctata) “Gtvalasztdsa” oA prizma hulldamhossz (ﬁz1ka1 San) szerinti
kiilénboz6 “ellendlldsi” kozegek taldlkozédsanal komponensekre bontja a fehér fényt



Fény kolcsonhatasa fénytoro kozeggel:
Optikai lekepezes

Egyszeri mikroszkop: leképezés gorblilt fellletli torékozeggel
(egy targypontrol a tér egy masik pontjan képet alkotunk)

TELJES BELSO
VISSZAVERODES

fosik
i f=fokusztavolsag |

Optikai tengel
P sy Abefogott kupban: a teljes hotizont képe

11 90°
targypont
parhuzamos
LT
000 e, | 5
- N ~dmong| i e,
! 51(40% B N — - ... Optikeilengely * Valds kép: kivetithetd
n2>n e O, o, « Virtudlis kép:
2 76e ‘
:SL% S, 2 °'7dw;e,,\\\’°gg,,,, \',‘, jarulékos lencsével
| Snell-kor 0 “ leképezhetd
" ~ o
! parhuzamos - ¢ Nagyitas > |, haa
a=pgp>pn tirgy 2f-en belill
H <éppent
|
: t targytavolség ! k képtavolsag
! i
: .. . . ..
: Nagyitas Lencsetorvény Torofeliilet toroképessége

?t ft k r

n-n’=térékozegek torésmutato-kiilonbsége
r=toréfeliilet gorbiileti sugara

Fényvisszaverddés az

optikailag stirtibb kozegben

D=tor6képesség (dioptria, m-1)

Hullamjelensegek |. Hullamjelensegek II.

Diffrakcio, hullamelhailas Interferencia
Huygens-Fresnel elv: Alapja: szuperpozicio elve

egy hullamfront minden pontja tovabbi hullimok forrasa Tbb (1), hullimhosszal dsszemérhetd nagysagd rés

(=d tavolsagra levS pontszerii rések, ahol d~7)

Hullimok fazisban Ha ¢=n:
(¢=0): erésités kioltas
Osszeg: H““M
Hullamhossznal kélesénhaté [\ A A : A NN ;
sokkal nagyobb rés hullamok: |~~~ 74 Y AV % X X X
VARVARV vaavanv)
Christiaan Huygens Augustin-Jean Fresnel
(1629-1695) (1788-1827)
Két, pontszer( forrasbol Kialakul6 interferencia mintazat
v szarmazo hullamok a pontszerii rések kdzotti 2D optikai rdcs elhajlasi (diffrakcios)

\\\ ‘ interferencija tavolsagtdl (d) flgg interferencia képe
. 3 Hullimhossznal kisebb rés \ 7 o N
e - - interferencia
2 I ” o ~ % 7 b 4 maximumok
2 1 - \ ox 7 \ (erdsités
E 1 34C 28 \ 5 helyei)
= I - > 52 :
N ©10) ,

- @ TR £E y \

) A hullam \ Oy } A — medmgmok

?/. megjelenik az / Nt Kis d ~ nagy tivolség  nagy d ~ kis tivolsig Kkiolcas

“arnyékos” ! A o ezt o ot

teriileten is.



Hullamjelensegek .

Polarizacio

Polarizacié: kitiintetett iranyu rezgés
Kettds torés: anizotrop terjedési sebesség
Csak a tranzverzalis hullimok polarizalhatok.

Mechanikai

hullamok polarizalasa W/ @
7; Py Py
Elektromagneses -;%- @[IHP}IH»- % *;%_z‘ @Ww&l}% 74% v g;lpieﬁ:‘)‘ljavr:glg
Extinkcié” (kiolts)

hullimok polarizilasa o Sikpolarizil
P°||:';"IZ:;°" ullm Polarizitor ~ “Analizitor”
V| &%
Verciilisan + = A .
P NYs k| al rezgesi
Polarizicid ® P am N ) e
illusztralasa a terjedési ()Y
iranybdl nézve: N
Polarizilatlan Sikpolarizale RN
hullim ullim ) Cirkularisan
o polarizalt hullim
PO )

A fény mint hullam érzékelhetd paraméterei

Amplitudo (A) ~

X Magneses i o
Intenzitas (1): g, Rezgési sik
e . A2~,,| ter térbeli llasa -
Fényerdsség Polarizacio

Szemmel |

Szemmel NEM
érzékelhetd!

érzékelhetd

m,
!
e/(e//,,77 T
etg Terjedés
iranya
Elektromos
tér Rezgés allapota a
periodusban - Fazis

Szemmel NEM
érzékelhetd!

AZ ELHAJLASI INTERFERENCIA MINTAZAT
SZERKEZETI INFORMACIOT HORDOZ

(m=2)

Els6rend{i mellékmaximum (m=1)

Informécié a
racsszerkezetrsl

Fémaximum (m=0) (récsallando, d)

Hulldmfront

Elsérendii mellékmaximum (m=-1)

v N
s -

24
dsing - E
Konstruktiv Destruktiv
Ergsitd interferencia feltétele:  2.d SInN 9 — n)’ interferencia (erdsités) interferencia (kioltés)

A MIKROSZKOP VAZLATOS FELEPITESE

Source # LIGHT SOURCE

(__ILLUMINATOR COLLECTOR

FIELD DIAPHRAGM
Condenser
lens CONDENSER IRIS PHASE ANNULUS
POLARIZER DARK-FIELD ANNULUS
SLs a8 8(0), oS NOMARSKI PRISM APERTURE MASK
FLUORESCENCE EXCITATION FILTER
Specimen
plane Focal length
ical aperture
CONDENSER Abérrition
. ) Transmission
Objective
lens Slide thickness/immersion
Coverslip thickness/immersion
i i Absorb, diffract, fluoresce, retard, etc.
Azimuth
Magnification/focus
Numerical aperture
OBJECTIVE LENS ) Aberration
Intermediate _____ _ Transmission
image plane OTF
NOMARSKI PRISM OBJECTIVE IRIS
COMPENSATOR PHASE PLATE
IMAGE FILTER ANALYZER SSEE FILTER
FLUORESCENT BARRIER FILTER
Magnification
jecti OCULAR :
Ocular or projection | C ) Fietd size
lens system Eye point
Eve
PHOTOGRAPHIC EMULSION

RECEIVER PHOTOMULTIPLIER

Receiver PHOTODIODE ARRAY
(photographic plate) VIDEO CAMERA




'
a targy

valédi képa 1
a retnan

Képalkotas az
0sszetett fény-
mikroszkopban

3 - okular

K kbzbiilss,' i
 vaodikép oy SRR
A4 . L

F iy

* Nagyitott, forditott allasu
virtudlis kép .
o
.

* Leképezés feltétele: egy , bR
jarulékos lencse e ’
helyezése Z 74

a tiszténlatas tavolsaga (kb. 25 cm)

(szemlencse) optikai Utba
Ttargy

K'latszélagos kép

Hagyomanyos vs. végtelenre
korrigalt optika

an @ Okular
— @@ Okular

“““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ Elsédleges kép - ElS0dl€QES KEP

Tubushossz:

60 Egyéb optika

— <>  Tubuslencse
“Végtelen” 3 )
: Egyéb optika wvolsag| = Egyéb optika
(kollimalt
ao>
b

— Egyéb optika
Objektiv sugarak)
I <@  Objektiv

Minta Minta

A fénymikroszkop feloldoképességeét a
hullamtulajdonsag korlatozza

Diffrakciolimitalt képalkotas: feltétele legalabb az elsé
mellékmaximum Osszegy(jtése

Mellék-
maximumok:
szerkezeti
informacié

FomaX|mum

Iyelnyele5|
a|donsag
(optikai racs,O) NG| (exponencidlis (optikai racs, O)

Rayleigh feltétel

Legkisebb feloldott
tavolsag (Abbé-képlet):

T 0.614

f \ ! %:a’xfedés d= -
‘ nsina

A = hulldmhossz

Diffrakcié miatt: pontszer(
targy képe elhajlasi korong u
n = kdzeg torésmutatdja

|
Airy disk ! l
(Airy disk) Il | |} o = optikai ten% ly és legszélsé
FTPSIATNIPV. ULV VAR S P nyalab altal bezart szog

Kbhler-féle megvilagitas

Megvilagité Képalkotd
sugarak sugarak
image Kondenzor apertura szdkitése:
NA és felbontas cstkken
Agtina —— | .
Eya lans — @

Eyepiace ——

O
O P 4 @

> — Back local plane—
O ‘— Objective _\_@\J %

& 1 >/_ =\ _Condenser

UBQSO OZOWOIE| HONBEINBBIN

{o]

"85e13NZs einledegzay

Q e | | e — Figld aperture - —%} < o
> Bub

P> Konjugat fokuszsikok!




Kontrasztmechanizmusok I.

Abszorpcio
kontraszt

Sotét latotér
mikroszkopia

Reflected rays
Oblique rays

— Dark field condenser

Kontrasztmechanizmusok Ill.

Polarizacios mikroszkopia

Sikpolarizalt fény

Vertiklisan sikpolariza

Jobbra és balra cirkularisan polarizalt fény
szuperpozicidja sikpolarizilt fény eredményez:

A rezgési sik orientaci6ja a cirkularisan polarizalt
hullimok relativ fazisai fiiggvénye

Anizotrép* kdzegben a cirkularisan polarizalt komponensek kézétt
faziseltolodas 1ép fel: a kilépé fény rezgéssikja “elfordul”

Polarizlatlan fény

Fényforras
P A, / Sﬂ(p/?lariza'lt feny
S
7'\ Rezgéssik elfordul a mintan
. valé athaladas soran
Elforgatas
Polarizator |/ 5298e
S o

N
Analizator
(Polarizitorral

keresztdllisban) Vizsgald

Harantcsikolt izomrost polarizaciés mikroszképban

lzom-

Abard
rostok
A-szakasz
Muscle _~ |-szakasz
fibors .

0 .m

® A-szakasz: anizotrép (kettstord) szakasz (helikélis
filamentumokba rendezett miozinmolekuldkat tartalmaz)

® |-szakasz: izotrép szakasz

Kontrasztmechanizmusok IlI.

Frits Zernike
(1888-1966)
Nobel-dij

*Fazis: azt mutatja meg,
hogy a teljes
hullaimmozgasi periddus
(277) mely részén tart a
rezgés.

*Fazissz6ggel ()
fejezziik ki.

*Hullamok egyméshoz
viszonyitott
faziskilonbsége:
faziseltolédas (késés v.
sietés)

Faziskontraszt mikroszkopia

. o rez
A Erésités
@=N4-N4=0

A

Kioltas
@=-N4-N4=-N2

(ol

Kképsik vildgos sotét vilagos sotét

fényelnyeld réteg \

mellék-
fazislemez maximumok
Vastag részén (mellék-
maximumok helyén):  [°
N4 faziskésés e
fémaximum
£ }
=N4 “p=N4
Bal oldali nyalib: @ @ Jobb oldali nyalib:
Mellékmaximum Mellekmaximum
fazisa késik a fazisa siet a
fémaximuméhoz fémaximuméhoz
képest o — képest
fazisracs
mint targy

EI6 (festetlen) sejtek
mikroszképos képe

Vilagos latéter
mikroszkop

I

Faziskontraszt
mikroszkép

Kontrasztmechanizmusok |V.

Differencial interferenciakontraszt (DIC, Nomarski mikroszképia)

Analyzer

2nd beam splitter

Objective

Specimen

Condenser

Polarizer

< Orientation of polar

—L
-~

‘stboam spitor —— RN <+ 4+

AT

<>

| - ——

e
@l—a-dboammliﬁu

} INTENSITY Gray Bright Gray Dark
[ | —— Analyzor
J Netphase difirance N4 N2 N4 [
—_— T4 T4 14

Relative phase of
two beamiets

(el [ L1

=1 J —1st beam splitter
[N

Plane polarized light

Direction of refractive index

® Perpendicular to the plane of the paper
—-— Parallel to the plane of the paper




Kontrasztmechanizmusok V. Wide-field vs. konfokalis
Fluoreszcencia fluoreszcencia mikroszkop

A fluoreszcencia alapjai Gerjesztési geometriak “Wide field” Konfokalis

“Wide field” ) INsoMm

fvlampa (HBO, XBO) Lezer

o dluoroférok {

K, R [—T, feddlemez o @ W, Jituorofsr
. Ko / = ) | 7 7
hv, Ve / e R W P : Lt NG
J Sk #;m.-v u ‘ ‘ Mezédiafragma (FD) Gerjesztési pinhole
\ I =
S —— — Gerjeszi6 sz(ir6 — Gerjeszté szir6
. Konfokalis
Id6felbontas: ns guorofér ' i Okular

Térfelbontas: diffrakciolimitalt * PMT
(de FRET: nm)  —
TRITC-cel jel6lt titinmolekulak e wima  TIRFM Objektiy, Obijekilv
- : . . - Emisszios sz(rd

¥ .

Emisszios sz(ir6 Emisszids pinhole

Teljes belso visszaver6dés fluoreszcencia Multifoton fluoreszcencia mikroszkopia
mikroszkopia (TIRFM)

. eKét (vagy tobb) foton energiaja 6sszeadddik a gerjesztéskor
el *Gerjesztés (kovetkezésképp emisszid) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
= 100300 *Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullimhosszu, révid (fs) fényimpulzusokkal

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

sejt | |

Uveglemez
GERJESZTETT
ALLAPOT

Objektiv lencse =400

£ 8
Lézernyalab L N

g 8

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

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



Kulénleges mikroszkop alkalmazas: Nanomanipulalas fennyel
|ézercsipesz

Fénytord részecskék “optikai erékkel” megfoghatok:
Einstein: Planck:

Il Gradiens
laxwell: 3
t8meg-energia sugirzisi fény terjedési ere
ekvivalencia tSrvény sebessége Lo
E = mc* E = hf c=Af Fénytord EGYENSULY:
- mikrogyéngy | |\ LEZERCSIPESZ
‘ Mikroszkop objektiv . / \ T
—— — | \ Szérési eré
| Gradiens | \ et
2 c ¥ o F erd - :
mc-=h-—
A Fénytors o
mikrogydngy ] EGYENSULY )
Aktin DNS
de Broglie (1892-197) Szérsi erd E. coli baktériumsejt filamentum
‘ J ‘ : Faziskontraszt kep Fluoreszcencia kép
1 (fénynyomds)

A foton impulzusa: = —

Az optikai csipeszben a fotonok és a fénytoré
részecske kozott impulzuscsere Iép fel

A refrakcié fényimpuizus-vditozdssal (AP) jdr:

Beléps |
fenynyalab | Py

Fénytsrs
mikrogyéngy

J : !
] <
-

Arai et al. Nature 399, 446, 1999.

3 pm atméréji
latex (polistirol)
mikrogyongyok
optikai csipeszben

A dsDNS molekula manipulalasa

Rugalmassagmérés: lézercsipesszel A dsDNS rugalmas erégorbéje
'

5 1.0
Megnyulas (um)

80+ 2
Lézercsipesz 4
. - L PDODIDIOTOF DO e
Lézernyaldb Mikroszkép 604 (g/’
| . zerkezeti talnyalas
/ ODJektlvek A ,,‘\’.g‘\\t“w',mu e AR R
VAV AR RS ! hay
dsDNS =
l &40 1 4 i Entalpikus tartoméany
Latex > Lo, o ] (NyGjtasi modulus, Ko)
gyogy | T e
o / 20 x
LaEex mikro- __ ’ mozgathatd E Wgw»mw f
gyongy mikropipetta [ 7 - - 3 [Entropikus tartomany
\ £ (Perzisztenciahossz, Lg)
/ Lézernyalab 0 [ o —— Kontarhossz (Lo)
T T T T 1
Ve dsDNS nyuijtasa 0.0 Q. 1.5 20
Mikropipetta Molekula

Két lézersugaras optikai csipesz berendezés

Erékalibracio

e Fényimpulzus-valtozas kdzvetlen megmérése
e |smert erdvel valé kalibralas (Stokes erd)

e Ekviparticio tétele

Lézercsipesz

Lézercsipesz



Egyedi molekulak

lokalizalasa a sejtben:

Szuperfelbontast mikroszkopia

Kémiai Nobel-dij, 2014

Feloldasi probléma (Abbé-elv)

(pontossag a

Raw Oata ‘Gauasiae Ft Funcon

Poziciémeghatarozasi probléma

William E.
Moerner

Eric
Betzig

“Sztochasztikus” adatgy(ijtés egyedi fluoroférokrél

fotonszamtol fiigg) Singje-Mclecule lmage

Supsresoiution Image
o

STORM (“stochastic optical reconstruction micro

U

scopy”); PALM (“photoactivated lolacalization microscopy™)

(@) Bekapcsolt fluorof 1) Pozi

iciokbél szamitott kep

Wehnelt henger

a=optikai tengely és a magneses tér

fesziiltsépforras Sugarfo r,rasl ey
(nagyfesziiltség) elektronagyu ~ ks
(22t wolframszsl)
v:knmn— — aed
amra - Anddblende
| gyorsité Ernst Ruska
andd "
kondenzor- , Sy (Nobel-cif 1986)
 Jencse Fékuszalas:
thry elektronnyalab i —remspous
trgy- kitéritése Oreg
. 3 lencse magneslencsével
clsdleges
kép
on ¥ Elektron nyalab
| velito- . F=elektronra haté eré; e=elektron tdltése; B=magneses
lencse F = eBV SIN (X  térers:V,=elektron sebessége; G=optikai tengely és a
¢ magneses tér irénya altal bezirt szog
kivetitett )‘ d=legkisebb feloldott tavolsag
ép Feloldokepesseg: d - = de Broglie” hullamhossz
o

film vagy
fluoreszkalé ernyd

Transmisszios elektronmikroszkop (TEM)

iranya altal bezart sz6g

de Broglie hullaimhosz alapjan elméleti d~ 0,005 nm (=5 pm)

Stefan Hell
(Nobel-dij 2014)

Hell:

A LB
Jacques Dubochet, Joachim Frank, Richard Henderson

Mintapreparalas

1. Minta- /

V izben szuszpendalt / S
felvitel 1N minatehele t
[ 7N femhalera grio) 7]
L/ g

2. Gyors-
fagyasztas

3. Minta
agriden

Femhalo goen

Amor jé
befagyott molekulék

STED mikroszkdpia
(STimulated Emission Depletion)

. i Outwwa | ke

Gerijesztett illapot Hagyomanyos STED mikroszkdp

= fénymikroszkop
b 0 i
] 29
2l Y 33
| A2 £E }
2 5o
< Garjeeztt 8
lezemyalab
= & wiots o ?
- )
1

confocal

Maghartya porus
komplexek STED
mikroszkopos képe

<«
<€

Krio-EM felvétel és
képrekonstrukcio

Véletlenszerien orfentalt
molekulal projekcici az EM
oA felvételeken

Els6 krioelektron mikroszkopos felvétel
virusokrol (Dubochet, 1984)

Hasonlosag alapjan
csoportositas,
2

T \{

T7 bakteriofag
szerkezeti modelie

Atomi

A kilonbozo
projekciokbdl 3D
ép szerkesztése

Jelenlegi
felbontas

Feloontas
2013 elétt



Pasztazo tiszondas mikroszkdpia |.

Atomerdé-mikroszkop (AFM)

- Lézemyalab
Tkiteres
Léz/e/r,‘f:n\
Richard P. Feynman: '\J,—/
“There is plenty of room at the bottom”
1959. december 29.
Rugolapk?’r ~~-__~_pasztazas RNS-DNS hibrid Miozinmolekula
“Nanospatula” molekul%fy
e d
\\‘:::::}//.»
Gerd Binnig Heinrich Rohrer
Deflection = 0 Deflection > 0 Deflection < 0
o when cantilever up  when cantilever when cantilever
mA(\)ZléAI\(II:JEthe:S %\' contacts surface pulls up on sample
manipulalhatunk \ 'R'

—
a "nanovilag" Iéptéke:
1 nanométer

Evaneszcens mezo fluoreszcencia
kombinalasa atomeromikroszkoppal

AFM
ruggfxpka Evaneszcens
T mezé
. [ _JFluoreszcens minta
Targyasztal—— e
e —~ :
Objektiv |
lencse ]
K
T
Gerjeszté Emittale
fénynyalab feny

IR szliré

————— “pinhole”

Fotonszamldlo
APD detektor

Pasztazo tliszondas mikroszkopia ll.

Péasztaz6 alaguteffektus Kézeli mez6 pasztazd optikai

mikroszkop (STM) mikroszkdp (NSOM)
Minta és tli atomjai koz6tt tavolsagfliggd Optikai |
alagutaram alapjan jon létre a kép szél \
“\;}Iuorofér
.

Optikai szal kimenetének atmérgje: kisebb, mint
az alkalmazott fény hullamhossza

Minta és optikai szal tavolsaga: kisebb, mint az
alkalmazott fény hullamhossza

Felbontas: az optikai szal atmérdjétdl fligg (akar
néhany 10 nm)

Felszinen elrendezett vas atomok STM képe



