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A mikroszkopia révid tortenete
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A hullamoptika alapjal
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A hullamfront ugy terjed, hogy egy adott hullamfeltlet minden pontjabol elemi
gombhulldmok indulnak ki. A hullamtérben az Gj hullamfellet ezen elemi

gombhullamok k6zos burkoldja lesz.
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Ernst Abbe (1840-1905)

A felbontokepesseg korlatat. ..

1873: Ernst Abbe — a fénymikroszkop feloldoképességenek elméleti korlatai
vannak

Abbe — elv: a mikroszkopban csak akkor kapunk kepet, ha a targyon elhajlott
sugarak kozil a fémaximumon kiviil legalabb az elsérendben elhajlottak is
bejutnak az objektivbe, és ezek is részt vesznek a képalkotasban
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Aliry korongok — a fény hullamtermészetenek bizonyiteka

Egy fenypont idealis optikali
lencsével leképezett képe az Airy
korong

Keletkezése: A kép sikjaban
fazisban levo hullamok (bal oldal)
diffrakci6s maximumot, mig 180°-
kal eltolodott hullamok minimumot
hoznak létre (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/# ' N



Mikor kiilonboztethetd meg két kiilonalloé pontszerh targy képe?

Rayleigh —féle kritérium:

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



Fluoreszcencia

41_ S, +—T—-— sugarzas nélkiili energialeadas
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Jablonski diagramm
Szingulett allapot Fluoreszcencia
Parositott spind , S
elektronok Fenyemiszio spinvaltozas Stokes-eltolédas
nelkul!

Kasha szabaly: a fenyemisszio a legalsé gerjesztett
elektronallapot legalso rezgési nivojarol torténik



Fluoreszcencia mikroszkop
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rel. abszorbancia, A

Abszorpcios es emisszios spektrum
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Fluoreszcencia forrasa

* Intrinsic (belso) fluoroforok:

pl: triptofan, tirozin aminosavak,
porfirinek

 Extrinsic (kiilso) fluoroforok:
pl: kiviilrél bevitt festékmolekulak

Az idealis fluorofor:
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Fluoreszcens feherjék

 Green Fluorescent Protein (GFP)
 1960-as évek, meduzabdl izolaltak
« ~27 kDa, 238 as, 11 szalu B-hordo

« A kdzponti hélix Ser-65, Tyr-66, és Gly-67 oldallancali
alkotjak a kromofort

* gerjesztes: kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
* emisszio: 508 nm-en

* Vizsgalni kivant fehérjéhez kotik — flzios fehérje

« Mivel kis méretli — nem zavarja mar feheérje funkciojat
» Transzfekcio: tenyesztett sejtekbe juttatjak a fehérjet
 Transzgenezis: ha megtermekenyitett petesejtbe




Transzgén egerek

Beka izom sejtek GFP jelolese Tumor sejtek kovetése
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L ézerek altalanos tulajdonsagai

light amplification by stimulated emission of radiation Féﬂv behatolasi mélvsége a bérbe

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

fetautai B8 SO ol ¢ p1du mis
7, dermis
' I_Fsuh-umancuur; structure

A fény intenzitas gyengilése elnyelédés, fénytorés és
visszaverddessel egyarant megvalosul.

* koherens 1200 10600 nm

* polaros

* jol fékuszalhato

Rovid impulzusidd lehetséges — ps, fs

Nagy teljesitmény érhet6 el- kW - GW

Nagy teljesitmenysirlség lehetséges

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




Konfokalis pasztazd mikroszkop

Konfokalis elv: apertlra segitsegevel takarjuk
ki1 a nem fokuszsikbol érkezo fénynyalabokat —
a detektorba csupan a fokuszsikbol eredd
nyalabok jutnak

* lezer fenyforras

« fényutba helyezett sztirokkel a hulldmhossz
kivalaszthato

* minta pasztazasa pontrol pontra

« XY iranyban — pasztazo tikrok

e Szamitogépes vezérles

« ,optikai szeletelés” — 3D képalkotas
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Fluoreszcens és konfokalis mikroszkop képalkotas — dsszehasonlitas

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

fluoreszcens

(b)

konfokalis

(e) (f)

Figure 1
human medulla nyul izom pollen



Ketfoton mikroszkopia

1931. Maria GOppert-Mayer

a gerjesztendo molekulaba egyszerre két
foton abszorbealodik, és energiajuk
Osszeadodik

nagy intenzitasu lézer fényforras ~ megfeleld TR N N
Yo, Marla Goppert Mayer (1906 1972)  Wienfried Denk (1957-)
fotonslrliség

SINGLE PHOTON EXCITATION TWO PHOTON EXCITATION

EXCITED STATE EXCITED STATE

1990. Elso ketfoton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkop

107 sec Aem

Wienfried Denk, Cornell University

GROUND STATE GROUND STATE



Ketfoton gerjesztés

One photon excitation Two photon excitation

Excited State Excited State

Absorptign

orption 1

Ground State Ground State
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Elonyok

Csak a fokuszfoltban gerjeszt — nincs ketfoton
elnyeldodés a fokuszon kivil

A lézer mintara eso teljesitménye nehany mW — in viv
képalkotas

Infravoros tartomanyban (700-1300 nm) hangolt
fenyforras — kevesbé szorodik

Melyebb penetracio
Tobb festék gerjesztheto egyszerre

Az 0sszes fluoreszcencia fényt detektaljuk

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



Jeldlés nélkuli képalkotas

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

. . , X(um) ,
eger epidermis eger dermis kollagén

10 um

keratin mielinhlvely adipocitak dentincsatornak



3D kepalkotas

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

200 um x 200 pm
exc: 990 nm



In vivo alkalmazas

El Madani HA, Tancréde-Bohin E, Bensussan A, Colonna A, Dupuy A, Bagot M, Pena AM. (2012) In vivo multiphoton imaging of human skin: assessment of topical
corticosteroid-induced epidermis atrophy and depigmentation. J Biomed Opt, 17(2)



Mekkorak a dolgok?

Abbe-léle diffrakcios
hathe (0,2 ym)

hangya hags2zal emiéssez  boktérium milokendrium fehége kesmolekula

160 nm 0 nm ‘nm



Szuperrezolucios mikroszkopia

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the

2014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

i ,.\) .} ?_ygf\'
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Eric Bet21g, Stefan W. Hell
and Wllham E. Moerner

“for the development of super-resolved fluo nee nicroscopy”
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Szuperrezolucios mikroszkopia

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

STED (stimulated emission depletion microscopy)
Intézetlinkben 2018. augusztus

nanométeres, molekularis felbontast tesz lehetove
fluoroforok szelektiv deaktivalasa

- / , . . . VA

egy bizonyos hullamhosszu foton kolcsdnhat egy gerjesztett q.* ’?'::.0
atomi vagy molekularis elektronnal, melynek hatésara az 1 'Z%"’%?
elektron visszatér egy alacsonyabb energiaallapotba és a S, a4 e,
felszabadulo energia tavozik egy foton formajaban, amelynek K o

s = , ST I TR . Stim. .
fazisa, hullamhossza, polarizacioja és kilépési iranya is Fxc. Fluor AN
megegyezik a beeso fotonéval AVWS> WS AW [0
elektron magasabb rezgési allapotba kertil, a két allapot q - A
energiakiilonbsége alacsonyabb, mint a normal fluoreszcencia é”* -

T , D0 2
ki |Onbseg € Internal Conversion %




b Diffraction Limit
i Super-Resolution

A STED nyalab hullamhosszanak megfelel6 I
megvalasztasaval a gerjesztett fluoroférokat AN
kényszeritett emisszidval alapallapotba lehet
juttatni, igy az altaluk kibocsatott foton nem
jarul hozza a képalkotashoz

* a lekeépezés pasztazo lézernyalabbal torténik i -
pontrol pontra
" Detokiat kép
P, ) Hagyoményos STED mikroszkép
! 0573 A fenymikroszkop -
\b, AL LN o
o |. Detector 5. STED objective Phiacdrpe : iﬁ
2. Excitation laser 6. Focused excitation spot & — 3
_— 3. Depletion laser 7. Overlay zermyaidh é rarnyaisb 2
V ‘ 4. Phase filter 8. Resulting fluorescence spot
Q. €3 Click on Image to Enlarge
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konfokalis




Nuclear pores of HelLa cells

konfokalis




EllenOrzo kérdések felkesziiléshez:
v a felbontoképesség korlatai

v' Abbé-elv

v" Fluoreszcencia mikroszkop mitkodési elve: mi a fényforras, dikroikus tukor
funkcidja, gerjesztési/emisszids spektrumok, Stokes-eltolodas

v" Fluoreszcencia forrasai: extrinsic, intrinsic
v' GFP fehérje
v Konfokalis mikroszkopia alapjai: mi a fényforras, aptertura funkcidja

v' Ketfoton mikroszkopia alapjai: mi a fenyforras, milyen tipusua 1ézer (fs), milyen
hullamhosszon gerjesztjiik a mintat, elonyok, gerjesztesi/emisszios spektrumok

v" Szuperrezollciés mikroszkopia: STED képalkotas elve



