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Fluoreszcencia mikroszkop
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Fluoreszcencia forrasa

* Intrinsic (bels6) fluoroforok:

pl: triptofan, tirozin amindsavak,
porfirinek

 Extrinsic (kiils6) fluoroforok:
pl: kiviilrél bevitt festékmolekulak

Az idealis fluorofor:
o Kicsli
Hidrofil

A lathat6 tartomanyban nyel el és emittal

A Stokes eltolddas nagy
Specifikusan kotodik

Nem eredményez fotokémiai reakciokat
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Fluorescence emission

porfirin fluoreszcencia

Wavelength (nm)

triptofan

porfirin

1. Alexa Fluor* 350

2. Nexa Fluor* 405

3. Alexa Flyor* 430

4. Aexa Fiuor® 488

5. Alaxa Fiuor* 500

0. Aexa Fiuor* 514

7. Aexa Fiyor* 532

8. Alexa Fluor* 546

9. Alexa Fluor* 555

10. Alexa Fluor* 568
11. Alexa Fiyor* 594
12. Aexa Fluor* 610
13. Alexa Fluor* 633

\ 14, Alexa Flyor* 635
15. Alexa Fiuor* 647

16. Alexa Fluor* 660
17. Aexa Fluor* 680

18. Alexa Fivor* 700
850 19, Alexa Fiyor* 750
20. Alexa Fiuor* 790



Fluoreszcens feherjek

 Green Fluorescent Protein (GFP)
e 1960-as évek, meduzabol 1zolaltak
« ~27 kDa, 238 as, 11 szala B-hordo

* A kozponti hélix Ser-65, Tyr-66, ¢s Gly-67 oldallancai
alkotjak a kromofort

o gerjesztés: kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
* emisszi0: 508 nm-en

* Vizsgalni kivant fehérjéhez kotik — fuzios feherje
* Mivel kis méretli — nem zavarja mar fehérje funkciojat
* Transzfekci0: tenyesztett sejtekbe juttatjak a fehérjét

* Transzgenezis: ha megtermekenyitett petesejtbe




Transzgén egerek

Béka izom sejtek GFP jelolése Tumor sejtek kovetése
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Lézerek altalanos tulajdonsagai

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

Monokromatikus
UV-C UV-B UW-A VIS IR

koherens 1200 10600 nm

pesqeteatei it A ol l..p1dum|~.
= 1 dermis
: E*
o I_Fa.uh-uuam:mm structure

A fény intenzitas gyengulése elnyel8dés, fénytores és
visszaverddessel egyarant megvalosul.

polaros

jol fokuszalhato

Rovid impulzusidd lehetséges — ps, fs

Nagy teljesitmény érhet6 el- kW - GW

Nagy teljesitmenysirlség lehetséges

Az, hogy a fény milyen mélyen képes behatolni a szbvetbe,
hullamhossz flggdé!!!




Konfokalis pasztazo mikroszkop
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Fluoreszcens ¢s konfokalis mikroszkop osszehasonlitasa

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

fluoreszcens

(b)

konfokalis

(e) (f)

Figure 1
humén medulla nyual izom pollen



Ketfoton mikroszkopia

1931. Maria Goppert-Mayer

a gerjesztendo molekulaba egyszerre két
foton abszorbealodik, és energidjuk
osszeadodik

nagy intenzitasu lézer fényforras ~ megfeleld
fotonslrliség

Marla Goppert Mayer (1906 1972)

SINGLE PHOTON EXCITATION TWO PHOTON EXCITATION

EXCITED STATE EXCITED STATE

1990. Elso ketfoton abszorpcios ", ,
fluoreszcencia mikroszkop

kex }hem

Wienfried Denk, Cornell University

GROUND STATE GROUND STATE



Feény abszorpcios €s emisszios spektrum

One photon excitation Two photon excitation
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Elonyok

 Csak a fokuszfoltban gerjeszt — nincs
kétfoton elnyelodes a fokuszon kiviil

* Alézer mintara esd teljesitménye néhany
mW — In vivo képalkotas

* Infravoros tartomanyban (700-1300 nm)
hangolt fényforras — kevésbé szorodik

* M¢élyebb penetracio
* Tobb festek gerjeszthetd egyszerre

* Az 0sszes fluoreszcencia fényt detektaljuk
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objektiv

dikroikus tiikor (700 nm)

LG <}

z0ld csatorna:
490-560 nm

LR

piros csatoma:
600-700 nm

XY szkenner
EPDEI{EIS 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



Jeloles nelkiuili kepalkotas
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egér epidermis egér dermis kollagén

10 um

keratin miclinhiively adipocitak dentincsatornak



3D kepalkotas

Kontroll és 2. tipusu cukorbeteg egér dermisz kollagén szerkezetének 6sszehasonlitasa in vivo
kétfoton mikroszkopidval

200 um x 200 pm
exc: 990 nm



Tobbszoros fluoreszcens jeloles

vese kéregallomany gyljtdcsatorna €s JGA sejtek




Mekkorak a dolgok?

Abbe-léle diffrakcios
hathe (0,2 ym)

emidssez  boktérium milokendrium  virus




Szuperrezolucios mikroszkopia

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the

2014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

[l “/\ Il g ;@p

Eric Betzig, Stefan W. Hell
and Wllllam E. Moerner

“for the development of st ;>< resolved fluo 1ce microscopy”

SN




Szuperrezolucios mikroszkopia

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

* Intézetinkben 2018. augusztus

e nanometeres, molekularis felbontast tesz
lehetove



b Diffraction Limit

Super-Resolution

* gerjeszto fenynyaldbra azzal koncentrikus, gytirti alaka kiolto
fénynyaldbot vetitiink

« STED (stimulated emission depletion microscopy)

* aleképezes pasztazo 1ézernyalabbal torténik pontrol pontra
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