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1600-as évek elején: Zacharias Jansen — teleszkop/mikroszkdp feltalaloja
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* 1667: Robert Hooke — angol polihisztor — ,,Micrographia”, parafa cellai
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* 1674: Antony van Leeuwehoek — egy lencse, 270x nagyitas
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A hullamoptika alapjai
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Young kisérlet

* 1800-as évek eleje
* Carl Zeiss — jénai vallalkozo — mikroszkopok fejlesztése

» Ernst Abbe — optikai torvények, refrakcio, diffrakcio

Figure 2

Carl Zeiss (1816-1888)

Emst Abbe (1840-1905)

Carl Zeiss mikroszkop (1879)

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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Airy korongok — a fény hullamtermészetének bizonyitéka
Egy fénypont idealis optikai

lencsével leképezett képe az Airy
korong

-

Mikor kiilonboztethetd meg két kiilonallo pontszeri targy képe?
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Keletkezése: A kép sikjaban
fazisban levo hullamok (bal oldal)
diffrakcios maximumot, mig 180°-
kal eltolodott hullamok minimumot
hoznak létre (jobb oldal).

Point Spread Function (PSF): A [ L & ‘
targy egy pontjanak képek nem egy .

pont, hanem egy adott sl
intenzitaseloszlasu folt. AIRY DISC DIAMETER = 2.44 \ 8 — o

Rayleigh —féle kritérium:
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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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Fluoreszcens fehérjék

* Green Fluorescent Protein (GFP)

* 1960-as évek, meduzabol izolaltak
* ~27 kDa, 238 as, 11 szali f-hordd
» A kdzponti hélix Ser-65, Tyr-66, és Gly-67 oldallancai

alkotjak a kromofort

* gerjesztés: kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel

¢ emisszid: 508 nm-en

* Vizsgalni kivant fehérjéhez kotik — fuzios fehérje
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* Mivel kis méretii — nem zavarja mar fehérje funkciojat

* Transzfekcio: tenyésztett sejtekbe juttatjak a fehérjét

* Transzgenezis: ha megtermékenyitett petesejtbe
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Chromophore

Fluoreszcencia forrasa

« Intrinsic (bels6) fluoroforok:

pl: triptofén, tirozin amindsavak,
porfirinek

« Extrinsic (kiils6) fluoroforok:
pl: kiviilrdl bevitt festékmolekulak

Az idealis fluorofor:

* Kicsi

* Hidrofil

* A lathatd tartomanyban nyel el és emittal
* A Stokes eltolodas nagy

* Specifikusan kotodik

* Nem eredményez fotokémiai reakciokat
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Béka izom sejtek GFP jelolése

Tumor sejtek kovetése




2008. Kémiai Nobel-dij
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Konfokalis pasztazd mikroszkop

dikroikus konfokalis
minta objektiv  tiiker rés

Konfokalis elv: apertira segitségével takarjuk
ki a nem fokuszsikbdl érkez6 fénynyalabokat —
a detektorba csupan a fokuszsikbdl ered6
nyalabok jutnak

* lézer fényforras
» fényutba helyezett szlirokkel a hullimhossz
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* minta pasztazasa pontrdl pontra Laser Cight Ray

Excitation
* XY iranyban — pasztazo tiikrok Bapeee
* szamitogépes vezérlés
» ,.optikai szeletelés” — 3D képalkotas
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Lézerek altalanos tulajdonsagai

light amplification by stimulated emission of radiation Fény behatolsi mélysége a bérbe

* Monokromatikus
UV-C UV-B UV-A wis IR

* poléros

* jol fokuszalhato

Rovid impulzusidé lehetséges — ps, fs

Nagy teljesitmény érhet6 el- kW - GW

| cpidermis |
dermis
Quh -cutaneous structure

A fény intenzitds gyengiilése elnyelGdés, fénytorés és
visszaverédéssel egyardnt megvalosul.

Nagy teljesitmenyslirliség lehetséges

Az, hogy a fény milyen mélyen képes behatolni a sz6vetbe,
hullamhossz fligg6!!!

Fluoreszcens €s konfokalis mikroszkép 6sszehasonlitasa

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy
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Figure 1

human medulla nyul izom pollen

* koherens 1200 10600 nm



Kétfoton mikroszkopia Fény abszorpcids €s emisszids spektrum
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. "1z r P minta
kétfoton elnyelddés a fokuszon kiviil - A
e Py " T 1.z objektiv $. H
* A lézer mintara es0 teljesitménye néhany -
mW —in vivo kepalkOtaS dikroikus tiikor (700 nm) o “
* Infravords tartomanyban (700-1300 nm) i - -
7 7 r r z . z0ld csatorna: o -
hangolt fényforras — kevésbé szérodik 490560 nm Lo BN izom miozin e T L
egér epidermis egér dermis kollagén

* Mélyebb penetraciod

piros csatorna:

MaiTai Deep Sea Laser

» Tobb festék gerjeszthetd egyszerre 600700 Am  Foeo i ortomany 700-1040 nim
e . ‘ L) Frekvencia: 80 MH
* Az dsszes fluoreszcencia fényt detektaljuk gl K IGO0

12.5 ns ket impulzus kozott
Atlagteljesitmény: 3 W

10 um

keratin mielinhiively adipocitak dentincsatornak



3D képalkotas

kétfoton mikroszképidval

Kontroll és 2. tipust cukorbeteg egér dermisz kollagén szerkezetének osszehasonlitasa in vivo m

Mekkorak a dolgok?

Abbeé-féle diffrakcios
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To6bbszoros fluoreszcens jeldlés

vese kéregallomany gylijtocsatorna és JGA sejtek

Szuperrezolucios mikroszkopia

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the

2014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

‘EI’IC ‘Bet21g, Stefan W. Hell
and William E. Moerner

“for the development of super-resolved fluorescence microscopy”



Szuperrezolucios mikroszkopia

* gerjesztd fénynyalabra azzal koncentrikus, gytr( alaka kiolto
fénynyalabot vetitlink

* 2014-ben Eric Betzig, Stefan W. Hell és * STED (stimulated emission depletion microscopy)
William E. Moerner kémiai Nobel-dijban . ' * aleképezés pasztazo lézernyalabbal torténik pontrdl pontra
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* Intézetiinkben 2018. augusztus

1. Detector 5. STED objective 2o

2. Excitation laser 6, Focused excitation spot &
3. Depletion laser 7. Overlay

V ‘ 4, Phase filter 8. Resulting fluorescence spot
0. (3] Click on Image to Enlarge
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Ellen6rzo kérdések felkésziiléshez:
v a felbontoképesség korlatai
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v' Abbé-elv

v Fluoreszcencia mikroszkop miikodési elve: mi a fényforras, dikroikus tikor
funkcidja, gerjesztési/emisszios spektrumok, Stokes-eltolddas

rel. abszorbancia, A

hullamhossz. Z (m)

- 3 . . . . . . o g
v’ Fluoreszcencia forrasai: extrinsic, intrinsic T

v' GFP fehérje
v' Konfokalis mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, aptertura funkcidja

v Kétfoton mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, milyen tipusi lézer (fs), milyen
hullamhosszon gerjesztjikk a'mintat, elonyok, gerjesztési/emisszios spektrumok

v' Szuperrezolucios mikroszkopia: STED képalkotas elve /"/xxf\
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