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* mar az 6kori Romaban...vizzel t5ltott tiveggdmb

* 1600-as évek elején: Zacharias Jansen —
teleszkop/mikroszkop feltalaloja

* 1667: Robert Hooke — angol polihisztor —
,»Micrographia”, parafa cellai

* 1674: Antony van Leeuwehoek — egy lencse, 270x
nagyitas

* 1800-as évek eleje

Focus Von Leeuwenhoek
Knob\ Mi cmncose
(circa Late 1600s)

* Carl Zeiss — jénai vallalkozé — mikroszkopok
fejlesztése

o . S ., Transator
* Ernst Abbe — optikai torvények, refrakcio, diffrakcid
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A felbontoképesség korlatai. ..

1873: Ernst Abbe — a fénymikroszkop feloldoképességének elméleti korlatai
vannak

Abbe — elv: a mikroszkopban csak akkor kapunk képet, ha a targyon elhajlott
sugarak koziil a fomaximumon kiviil legalabb az elsérendben elhajlottak is
bejutnak az objektivbe, és ezek is részt vesznek a képalkotasban
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o felbontasi hatar - legkisebb d tavolsag, amely
tavolsagra elhelyezkedé targypontok még

Ermst Abbe (1840-1905) kilonallé képpontokként képezddnek le

optikai racs,\\\‘
A nyitott Vilagegyetem” mint targy N



Airy korongok — a fény hullimtermészetének bizonyitéka Mikor kiilonboztetheté meg két kiilonalld pontszerii targy képe?

Egy fénypont idealis optikai
lencsével leképezett képe az Airy
korong

Keletkezése: A kép sikjaban g
fazisban levo hullamok (bal oldal) > 2. 2 L
diffrakcios maximumot, mig 180°- - &
kal eltolodott hullamok minimumot J 4
hoznak létre (jobb oldal).

Point Spread Function (PSF): A
targy egy pontjanak képek nem egy
pont, hanem egy adott
intenzitaseloszlasu folt. AIRY DISC DIAMETER = 2.44 A
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Két Airy disk éppen elkiilonitheté egymastol, ha a koztiik levo tavolsag (d) egyenld az Airy disk sugaraval (r).
Masképp, ha az egyik Airy disk centralis maximuma egybeesik a masik elsé minimumaval
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\ Rayleigh —féle kritérium:

Fluoreszcencia mikroszkop Fény abszorpcios €s emisszids spektrum
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Fluoreszcencia forrasa Fluoreszcens fehérjék

" Intrinsic (bels) fluoroférok: i Q * Green Fluorescent Protein (GFP)
D o trozim amin6savak, L %"“ + 1960-as évek, meduizabol izolaltak
e ot « 27 kDa, 238 as, 11 szala -hordé
* Extrinsic (kulS(")) fluoroforok: * A kOZpOIltl hélix Ser'65, Tyr-66, és Gly-67 oldallancai Aequorea victoria

alkotjak a kromofort
* gerjesztés: kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
* emisszio: 508 nm-en

pl: kiviilrdl bevitt festékmolekulak 4, /j:\\

Az idealis fluorofor:

» Kicsi e
 Hidrofil

* A lathatd tartomanyban nyel el és emittal

porfirin fluoreszcencia porfirin

* Vizsgalni kivant fehérjéhez kétik — fuzids fehérje
* Mivel kis méretii — nem zavarja mar fehérje funkciojat

« A Stokes eltolodas nagy * Transzfekcio: tenyésztett sejtekbe juttatjak a fehérjét

Fluorescence emission

* Specifikusan kotodik * Transzgenezis: ha megtermékenyitett petesejtbe
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* Nem eredményez fotokémiai reakciokat & o
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2008. Kémiai Nobel-dij

Transzgén egerek

Photo: UCSD

Osamu Shimomura Martin Chalfie Roger Y. Tsien

Béka izom sejtek GFP jelolése Tumor sejtek kovetése




Konfokalis pasztazé mikroszkop

inta S dikroikus konfokalis
min objektiv tiikér rés
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lézerfény

e lézer fényforras
* fényatba helyezett szlir6kkel a hullimhossz Phatnays

| = Photomultiplier
Confocal Microscopy — =] Detector

kivalaszthatd
* minta pasztazasa pontrdl pontra JLaser
* XY irdnyban — pasztazé tiikrok ! ; A
* szamitogépes vezérlés L B E — bichromatic
» ,optikai szeletelés” — 3D képalkotas gt soute e
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1931. Maria Goppert-Mayer

a gerjesztendd molekulaba egyszerre két
foton abszorbealddik, és energiajuk
osszeadodik

nagy intenzitast lézer fényforras ~ megfelel6
fotonstiriiség

SINGLE PHOTON EXCITATION TWO PHOTON EXCITATION
EXCITED STATE EXCITED STATE

1990. Elsé kétfoton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkop

Aex Aem

Wienfried Denk, Cornell University

GROUND STATE GROUND STATE

AN
Maria Goppert-Mayer (1906-1972) Wienfried Denk (1957-)

Fluoreszcens és konfokéalis mikroszkdp 6sszehasonlitdsa

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

fluoreszcens

konfokalis
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human medulla nyul izom pollen

Fény abszorpcios €s emisszids spektrum
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Elényok
* Csak a fokuszfoltban gerjeszt — nincs

kétfoton elnyelodés a fokuszon kiviil

* A lézer mintara esé teljesitménye
néhany mW — in vivo képalkotas

* Infravords tartomanyban (700-1300
: . 1z LG
nm) hangolt fényforras — kevésbé i
szorodik 490-560 nm __¥
* Mélyebb penetracid | LR
piros csatorna:
* Tobb festék gerjeszthetd egyszerre 600-700 nm

» Az Osszes fluoreszcencia fényt
detektaljuk

3D képalkotés

kétfoton mikroszkopiaval

objektiv

dikroikus tiikdr (700 nm)

XY szkenner
Pockels cella (intenzitas)

MaiTai Deep Sea Laser

hangolhato tartomany:700-1040 nm
Frekvencia: 80 MHz

Impulsusok hossza: 100 fs=0.0001 ns
12.5 ns két impulzus kozott
Atlagteljesitmény: 3 W

Kontroll és 2. tipust cukorbeteg egér dermisz kollagén szerkezetének osszehasonlitasa in vivo m
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exc: 990 nm
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W a0 50
o)

s0 400 2w o

10_pm
mielinhiively adipocitak
Tobbszoros fluoreszeens jelolés

vese kéregallomany

gyljtdcsatorna és JGA sejtek

0 400 500

egér dermis kollagén

dentincsatornak




2014-ben Eric Betzig, Stefan W. Hell és William E. Moerner
kémiai Nobel-dijban részesiiltek

Intézetiinkben 2018. augusztus

nanométeres, molekularis felbontast tesz lehetévé

gerjesztd fénynyalabra azzal koncentrikus, gytr(i alaka
kiolto fénynyalabot vetitiink

STED (stimulated emission depletion microscopy)

a leképezés pasztazo lézernyalabbal torténik pontrol pontra

Mekkorak a dolgok? Szuperrezoluci6s mikroszkopia

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the

2014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

Abbe-féle diffrakcios
hathe (0,2 pm)

hangya hagral emios se; bakterium mloksﬂdnum virus 1chéqn kesmalekula
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Eric 'Betzig, Stefan W. Hell
and William E. Moerner

“for the development of super-resolved fluorescence microscopy”™

Szuperrezoluciés mikroszkdp
konfokalis STED

Hagyoményos STED mikroszkép
’ . . fénymikroszkop
3

1. Detector 5. STED ob|ecnve o Q'{
~ 2. Excitation laser 6. Focused excitation spot -

3. Depletion laser 7. Overlay & B4 M ..
' 4. Phase filter 8. Resulting fluorescence spot . (ecemrakd 2
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Kérdés:

Mi a kiilonbség a gerjesztési és emisszios spectrum
kozott fluoreszeens, illetve kétfoton mikroszkopia
esetén?



