Mikroszkoépiai alapok Készitette: Kovacs Ferenc

Mikroszkodpia célja: lathatova tegye a minta szabad szemmel nem kivehet6 részleteit.
* nagyitott, kontrasztos, jo felbontasu (részletgazdag) képet allitson ¢l6.
*Feloldoképesség: legkisebb részlet, amit a mikroszkop felbont egy idealis mintaban

* Legkisebb feloldhato tavolsag (dmin): hullamhosszfiiggd, fénymikroszkopnal kb. 200 nm (0,2
pm)

* A fénymikroszkodpia lathatova tudja tenni a baktériumokat, az eukariota sejtek sejtszervecskéit

(organellumokat), de a bioldgiai makromolekulak szerkezetét nem.

* A targy az objektiv 1-szeres és 2-szeres fokusztavolsaga kozott, a fokuszponthoz kozel van.
Az objektiv forditott 4llast, nagyitott, valodi kozbensd képet hoz 1étre az okular fokuszsikjaban.
Ezt nagyitja tovabb az okular, és a kozbensdvel megegyezd allasu, nagyitott, virtualis képet hoz

1étre a végtelenben.
Véges tubushossziisagu és végtelenre korrigalt sugarmenetek:

Véges tubushossz hatranya: fokuszalaskor a mintat kell mozgatni, nem az objektivet, mert az

objektiv utan a fénysugarak nem parhuzamosak.

Végtelen tubushossz: A legtobb modern mikroszkép ilyen. Az objektiv utan a nyalab
parhuzamos, igy az objektiv mozgatasa nem befolyésolja a tovabbi képalkotast. A végtelenre
korrigalt lencserendszer elonye, hogy a fokuszalas végezhetd az objektiv mozgatasaval (a minta
helyett). Masrészt nem érzékeny a tubusban (objektiv és tubuslencse k6z6tt) elhelyezett egyéb

optikai elemekre (sziird, polarizator stb.).
Legaltalanosabb leképezési hibak:

Szférikus aberracio: oka, hogy a lencse szélein athaladé sugarak nagyobb eltéritést szenvednek,
mint az optikai tengellyel kis szoget bezard fénysugarak. EbbOl az kovetkezik, hogy a

parhuzamosan érkez6 fénysugarak nem egy fokuszpontban metszik egymast.

Asztigmatizmus: Akkor fordul el6, ha a targy tavol van az optikai tengelytdl, vagy pedig, ha a
lencse gorbiileti sugara kiillonbozd irdnyok mentén eltérd. A targy képe nem egy pont, hanem

az un. szagittalis és tangencialis fokuszsikokban egy-egy fokuszvonal.
Kromatikus aberracio: Oka: a rovidebb hullamhosszisagi fény kozelebb fokuszalodik
korrekcid:  kiilonboz0  torésmutatéji  anyagokbdl késziilt gylijtd- ¢&és  szordlencsek

kombindaciodjaval.



A mikroszkdp objektivek (targylencsék):

Objektiv: a mintardl (targyrol) a fényt Osszegyiijté (fokuszald) lencse-. Fluoreszcencia
mikroszkopnal ez a lencse végzi a targy kozvetlen megvilagitasat is, 2 vagy tobb (akar 10-20)
komponensbdl allo dsszetett lencsék Két 6 jellemzdjiik: nagyitas €s a numerikus apertura. Az
objektiv-revolverben 1évo kiilonb6z6é nagyitasa (pl. 5x, 10x, 20x, 40x, 60x, 100x) objektivek
altalaban parfokalisak (kozos fokuszpontiak). Nagyitas-valtaskor csak minimalis fokusz-

utanallitas sziikséges, a minta fokuszban marad.

A numerikus apertura szabja meg az objektivvel elérhetd feloldast. Szaraz objektivnél NA<I,
az NA immerzios folyadékkal névelhetd. Az objektiv optimalis feloldasat csak akkor éri el, ha
teljes apertirajat megvilagitasra keriil. Minél nagyobb az NA, altaldban anndl kisebb a
munkatavolsag (objektiv-minta tavolsag), annal kisebb a mélységélesség, ¢s annal dragabb az

objektiv.

A legolcsobbak az akromat objektivek, melyek a piros és kék szin szerint kromatikusan
korrigaltak. Ez azt jelenti, hogy e két szint kozos fokuszpontba képzik le. -A planakromat
objektivak a 2 szinre val6 korrigaltsag mellett sikra is korrigaltak: a minta egész sikjat élesen
képezik le. Az apokromat objektivek kromatikusan 4 szinre korrigaltak, szferikusan pedig 2

szinre, f0leg fényképezés esetén jelent elényt erdsebb korrekcidjuk.

Fdleg az utobbi iddben terjedtek el a WF tipusu szemlencsék, melyek szemiivegesek szdmara
is lehetové teszik betekintést, angolul az ilyen okularokat wide angle / wide field vagy high eye
point okularoknak nevezik. Az okularok is optikailag korrigéltak, a nagyitas fel van tiintetve

rajtuk.

Fluoreszcens mikroszképia:

A fluoreszcens mikroszkop hasznalatakor a vizsgalt objektumot UV fénnyel vilagitjuk meg. A
megvilagitd fény létrehozasdhoz nagy erejli Xe-, Hg- g6z lampat hasznalunk fényforrasként.
Alapjelenségeit a Jablonki-féle séma alapjan értelmezziik. Az igy létrehozott lathato fénybdl a
gerjesztd fényspektrumot (UV) az excitacids sziirdvel sziirjlik ki a lathatd fény spektrumabol.
A gerjesztd fény hatasara a jel6léanyag vagy minta fény formajaban energiat nyel el,
gerjesztédik, energiafelvétel kozben az elektron egyik szintr6l magasabbra jut, fotont nyel el a
rendszer, majd emisszié soran energialeadas kozben az elektron vissza esik egy alacsonyabb
energiaszintre €s kozben fotonokat bocsajt ki a rendszer. A fluoreszcensen jelolt vagy
autofluoreszcens (festék nélkiil is gerjeszthet6) mintarol visszasugarzott (emittalt) fénybdl az

dikroikus sztirével valasztjuk el a képalkotasban nem hasznalt fényt. Az optikai filterek



altalaban iivegb6l késziilnek és szerves vagy szervetlen anyagokat tartalmaznak, emiatt
bizonyos hullamhosszusagu fénysugarakat atengednek, mig masokat nem

Longpass filterek: Magasabb hullamhossza fénysugarakat enged 4t. Altaldban emisszids
filterként hasznalatosak.

Shortpass filterek: Rovidebb hullamhosszii fényt engednek at. Excitacios filterként
hasznalatosak.

Bandpass filterek: El6z6 kett6 kombinacidja. Csak egy meghatarozott hullamhosszu
fénysugarakat engednek at, minden mas fényt blokkol.

Fluoreszcens festékek:
Klasszikus festékek:

— Dapi (4',6-diamidino-2-phenylindole) * A DNS nagy arkaba, a A-T gazdag régiokba kotodik,
az emisszios intenzitasa a bekdtddéskor a legnagyobb. ¢ A Dapi festék képes atjutni az intakt
membranon, igy €l6 sejtek festésére is alkalmas. ¢ Excitdcidos maximuma: 358 nm UV
spektrumban gerjesztve * Az emisszios spektruma széles, maximuma: 461 nm. « Ha RNS-hez
kotodik, akkor az emisszids maximum 500 nm-re tolodik.

Holchest-festékcsalad: Hoechst 33258, Hoechst 33342, és Hoechst 34580

Interkalalodo festék: — Pl (propidium iodide) — DNS-hez és RNS-hez is kotodik, nincs
specifikusan preferalt kotodési helye, interkalalodo festék. — Csak az elpusztult sejtekbe képes
bejutni. — Erésen rakkelté — Excitaciés maximuma 538 nm. — Emisszidés maximum 619 nm ¢

Cyanide festékek: — SYTO (membranpermeabilis) — SYTOX (impermeabilis)
UV alternativ festékek — DRAQS (membranpermeabilis) — DRAQ7 (impermeabilis).

Forrasok:

http://openlabtools.eng.cam.ac.uk/Instruments/Microscope/Optics/

https://en.wikipedia.org/wiki/Chromatic aberration

https://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/aberrations.html

https://www.bioopticsworld.com/biophotonicstools/article/16429919/3d-optical-
imagingsinglemolecule-localizationmicroscopy-extreme-precision-in-3d-adaptive-optics-
boostssuperresolution-microscopy

https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/cellanalysis/cell-analysis-learning-
center/molecular-probes-school-offluorescence/fundamentals-of-
fluorescencemicroscopy/epifluorescence-microscope-basics.html

https://en.wikipedia.org/wiki/Stokes shift

https://www.leica-microsystems.com/science-lab/the-fundamentalsand-history-of-fluorescence-and-
guantum-dots/
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