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A mikroszkopia rovid torténete

* mar az 0kori RoOmaban...vizzel toltott iveggdomb
» 1600-as évek elején: Zacharias Jansen — teleszkop/mikroszkop feltalaloja
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« 1667: Robert Hooke — angol polihisztor —,,Micrographia”, parafa cellai
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Non poffis oculo quantum contendere Lincens,
Nontamen idcirco contemnas Lippus inungi. Horat. Ep.lib. 1.
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« 1674: Antony van Leeuwehoek — egy lencse, 270x nagyitas
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» 1800-as évek eleje
 Carl Zeiss — jénai vallalkozé — mikroszkopok fejlesztése
« Ernst Abbe — optikai torvények, refrakcio, diffrakcid

Ernst Abbe (1840-1905) Carl Zeiss (1816-1888)

Carl Zeiss mikroszkop (1879)
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A felbontokepesseg 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 elsorendben 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 optikali
lencsével leképezett képe az Airy
korong

Keletkezese: A kép sikjaban
fazisban levo hullamok (bal oldal)
diffrakci6s maximumot, mig 180°-

kal eltolodott hullamok minimumot
hoznak 1étre (jobb oldal).
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targy egy pontjanak képek nem egy
pont, hanem egy adott

Point Spread Function (PSF): A J.L

intenzitaseloszlasu folt. AIRY DISC DIAMETER = 2.44 ) f/#



Mikor kiilonboztethetd meg két kiillonalldé pontszeri targy képe?

Rayleigh —féle kritérium:

Két Airy disk éppen clkiilonithetd egymastol, ha a koztiik levo tavolsag (d) egyenl6 az Airy disk sugaraval (r).
Masképp, ha az egyik Airy disk centralis maximuma egybeesik a masik els6 minimumaval



Fluoreszcencia mikroszkop

AI_ S, S i - sugarzas nélkiili energialeadas

gerjesztés fényemisszio
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Szingulett allapot Fluoreszcencia

Egerjesztés > Eﬂunregzcencia

;]'\.gerjesztés < lfluureszcencia

Jablonski diagramm

Parositott spindi f S
elektronok Fényemiszio spinvaltozas Stokes-eltolédas
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Fluoreszcencia mikroszkop
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rel. abszorbancia, A

Feény abszorpcios €s emisszios spektrum
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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

HO

NH,

OH

0
WOH
ik NH,

tirozin

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



2008. Kémiai Nobel-djij
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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

minta objektiv fg,tg:ik"s kon:::élis
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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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Sq S1q
-
"§-
o
5 m ® 2 m ¢
2 = @o“”{;& % 3, @oé:\&
S g 0&6"‘Q A g o&@b‘g
& S Y = g &Y
< = g -
g
o
So So % l :!:

Ground State Ground State



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

-100 0 100 200 300 400 500 = -400 -200 0 200 400
X(Hm)

. . , X(um) ,
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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konfokalis




konfokalis




EllenOrzo kérdések felkésziiléshez:
v’ a felbontoképesség korlatai
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v" Fluoreszcencia mikroszkop miikodési elve: mi a fényforras, dikroikus tiikor
funkcidja, gerjesztési/emisszios spektrumok, Stokes-eltolodas
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v" Fluoreszcencia forrasai: extrinsic, intrinsic . i
Stokes-
v" GFP fehérje
v" Konfokalis mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, aptertura funkcioja
r ° /4 ° ° M M r r M 4 ’ r : mDsr::MA‘ - /VVVV\’
v’ Kétfoton mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, milyen tipusu lézer (fs), milyen >t
hullamhosszon gerjesztjiik a mintat, elonyok, gerjesztési/emisszios spektrumok i I I

v" Szuperrezolicids mikroszkopia: STED képalkotas elve
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