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Szipdcs Robert: Super-resolved fluorescence microscopy
(MTA Wigner RCP, Institute for Solid State Physics and Optics)

Abstract

In 2014, the Royal Swedish Academy of Sciences awarded Erik Betzig, Stefan W. Hell and W. E. Moerner the Nobel
Prize in Chemistry for the development of super-resolution fluorescence microscopy (SRFM).

In our lecture, we give an introduction to fluorescence microscopy, scanning confocal and multiphoton microscopy

and introduce the ultimate resolution limit, the so called "diffraction limit" of classical microscope imaging
systems .

Then we discuss in details the basics of the two major types of SRFM: (i) super-resolved ensemble fluorophore
microscopy, such a Stimulated Emission Depletion (STED) microscopy, and (ii) super-resolved single-fluorophore
microscopy, such as PALM, STORM, PAINT, which methods allow us to overcome the classical diffraction (or Abbe)
limit of optical microscopes. Finally, we mention a few applications of SRFM in biology and medicine.



Kémiai Nobel-dij 2014: Nanoszkdpia @Ener

Szipocs Group

Scientific Background on the Nobel Prize in Chemistry 2014

SUPER-RESOLVED FLUORESCENCE MICROSCOPY

A Svéd Kiralyi Tudomanyos Akadémia a 2014. évi kémiai Nobel-dijat megosztva Erik
Betzignek, Stefan W. Hellnek és W. E. Moernernek adomanyozta a szuperfelbontasu
fluoreszcencia mikroszkopia kifejlesztéséért.

Elnevezés az el6édasban:

Nanoszkodpia, vagyis fénymikroszkdpia nanométeres felbontassal
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A XIX. szazad végén Ernst Abbe (1873) és Lord Rayleigh (1896) felirta az optikai
mikroszkdpok felbontasat meghatarozé formulajukat, amit szokas a mikroszkdpok
diffrakciés korlatjanak is nevezni.

Egyszerlen fogalmazva: egy optikai minta két kilonb6z6 pontjat csak akkor tudjuk
egymastol mikroszkdpunkkal megklilonboztetni, ha azok tavolsaga nagyobb, mint az
alkalmazott fény hullamhosszanak kb. a fele (A) az optikai tengelyre merdleges
irdnyokban (x,y). Az optikai tengely (z) mentén sajnos még ennél is rosszabb a
helyzet, mint az alabbi 6sszefuggésekbdl kiderul.

Abbe-féle diffrakcios korlat:

Keresztiranyu felbontas (6,8 ): Hossziranyu felbontas (5, ):

xmin® ~ ymin

A
 2nsina - 2n(sin(x)2

(O B ) = B =

min

ahol n az optikai kozeg (pl. viz) torésmutatoja, a az alkalmazott objektiv fél-aperttra szoge.
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,Hagyomanyos” optikai mikroszkdpok felbontasa vs. bioldgiai alkotoegységek mérete

Diftraction limits the resolution A fény diffrakcidja korlatozza a hagyoma-
nyos mikroszkopok felbontasat.

of light microscopy

Bal oldalon: egy fokuszalt |ézernyalab
intenzitaseloszlasa. Kozépen: a vizsgait
térbeli szerkezet. Jobb oldalon: (A) téerben
felbontott, illetve (B) nem felbontott ter-
beli szerkezet

Sizes of various biological entities
and the diffraction limit

i S |  Kiilonbozo bioldgiai alkotoegységek tipi-

kus mérete, Balrol jobbra: sejt (emldsben),

E.colibaktérium, mitokondrium, influenza

virus, riboszoma, zold fluoreszcens fehér-

Jje (GFP), timin (DNS alkoto)
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Emlékezteto:

- Vékony mintak alulrél, lampaval atvilagitva

- Nincs mélységi felbontas, 2D képek

- A képek felbontasa nagysagrendileg a
megvilagito fény hullamhosszanak felel meg (0.5
mikrométer, azaz 0.0005 mm), ami fligg a

szemlencse és a targylencse (objektiv)
nagyitasatol is

Ami most uj lesz:

- Lézeres megvilagitas (volt tegnap!)
- Fluoreszcens jel6lések

- 3 dimenzids képek

- NEMLINEARITAS!
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Perrin-Jablonski fluorescence diagram. Simplified Per-
rin-Jablonski scheme for |PE, 2PE and 3PE. Once the excited
state has been reached the subsequent fluocrescent emission 5
is the very same for the three different modalities of excita- 400 00 GO0 700 RO

tion. Hullaimhossz {nm)

Jablonski diagram

e Tipikus fluoreszcencia élettartam = 1-10 ns
e Maddusszinkronizalt |ézerek tipikus ismétlési frekvencidja

=~ 100 MHz -> 13 ns

R. Yuste, F. Lanni, A. Konnerth: ,Imaging Neurons (A Laboratory Manual)”, Cold Spring Harbor Lab. Press
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Kilonbozo sejtalkotdk morfoldgiajat (pl. mitokondrialis haldzat, sejtvaz,
stb. elhelyezkedését a sejten belil), vagy gyogyszerkészitmények
eloszlasat, béron keresztil torténd bejutasat

- specifikusan kotott festékekkel, vagy a sejtalkoté maga fluoreszkal (pl.
természetes fluorofdr, vagy a fehérjébe , beépitett” GFP, YFP, stb.)

Fiziologiajat (ion-koncentraciot, pl. idegsejtek esetében Ca?*-, Na*-ion
koncentracidét, membranpotencialt fesziltségérzékeny festékekkel vagy
SHG-vel, kémhatast (pH), metabolikus allapotot)

39.8 uM free Ca* Ex = 488 nm

Absorption
Fluorescence emission
Fluorescence emission

400 450 500 550 600 650 700 = , , , :
Wavelength (nm) 500 520 540 560 580 600
Wavelength (nm)
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Pl. Alexa festékek a Molecular probes cégnél

technologies" & inVitrﬂgen

Molecular Probes The Handbook
The Alexa Fluor Dye Series—Note 1.1

chara |

The Alexa Fluor dyes—a series of superior flucrescent dyes that span tha visible spectrum—reprasent a major braakthrough in the development of
flucrescent labaling r&agents.."ﬁ? Benefits of the Alexa Fluor dyes and thalr conjugates include:

Brightness—Alexa Fluor conjugates axhibit morae Intanse flucrescence than other spectrally similar conjugates,

Photastabllity—Alexa Fluor conjugates am more photastable than most other flucrescent conjugates, allowing maore time for Image capture.
Instrumeant compatibility—Absorption spectra of the Alaxa Fluor conjugates are matched to the princlpal cutput wavelangths of commaon
aexcitation sources.

Color selection—&laxa Fluor conjugates are avaliable in several distinct fluorescent colors, ranging from blue to red to near-infrared (Figure 1,
Table 1).

pH insansitivity—Alexa Flucr dyes remain highly fluorescent over a broad pH range.

Water solubility—Alexa Fluor reactive dyes have good water solubility, 5o protein conjugations can be performed without organic solvents, and
the conjugates are relatively resistant to precipitation during storage.

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Technical-Notes-and-Product-Highlights/The-Alexa-Fluor-Dye-Series.html



Specifikusan kotott fluoroférok

Pl. Alexa festékek a Molecular probes cégnél

Fluorescence emission

Wavelength (nmj)

Figure 1. Emissicn spectra for the Alexa Fluor dye series.

Al=wa Pluoe® 3580
BAhaxa Fhuor® 408
_Aen Ehgar® 430
famna Fhaor™ 468
. Bdana Fluor® 500
£, Adpa Fluor® 574
7. Blgea Fluor™ 538
8. Alswn Fluoe® 545
9 Alswa Flusr® 585
100 Alsua Fluar® 585
17 Adera Fhuor® 554
12, A Fluor® 610
13, Adaxa Fluor® 633
14, Alpwg Floor® 635
15, Aldad Flogr® g47
16. Alsxd Flua® 650
17. Alawa Fluor® 880
18 Aa Fiuor® 700
19, Adsan. Fluor™ 750
20 Agana Fluor® 720

Lh B &3 hE &

Quisner

Szipocs Group

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Technical-Notes-and-Product-Highlights/The-Alexa-Fluor-Dye-Series.html
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Megj.: a szuperrezoluciés mikroszképiaban hasznalt festékek
gyartdja az Atto-tec cég, ezek jel6l6 festékeit nézziik most meg:

ATTiHabem am fypealy dertodiiees of

= Coumarin "-E-xuxJ*evj\n,- e

é,u,
L]
+ Rhodamine . ' o HUWVEC: Inhibitor apoptosis protein/
iAo ATTO 350; E-Cadherin/ATTO 653
! and DAPI

ATHO i 2 B0 L B DD s Al FTTE, RS F
= catalogue 2007/2008
DR T T R T
W o : N |
DR BE TN P & amai
mmES - - HUVEC: Vimentin/ATTO 532;
- E-Cadherin/ATTO 655 and DAPI
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Floureszcens fénvforrds Shuter
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Emisszidgs szird (loareszcens)

Beamsplitter (luoreszcens)

I Ohjektiv

L/

TargylemezMinta

Fluoreszcencia mikroszkop felépitése:

HBO: nagynyomasu higanyg6z-lampa (szeles spektrum, UV+lathatd)
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Gerjesztési és emisszios szlirék
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| O D535/50x O Se5DCET O ES90LPuz

All tramemizsion and blocking (OD) data are actusl, messured spectra of representative production lots. Spectra varies
glightly from lot to lot. Optical density values in excess of 6§ may eppear noisy becsuse such evaluations push the
resolution limit of low light level measurements.

Set Number: 11007v2
Description: Wide Green

www.chroma.com
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Termeészetes fluoroforok

Lepkeszarnyrdl fluoreszcencia mikroszkdpiaval CCD kameraval készitett 2D kép az MTA SZFKI-ban
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Természetes fluoroforok: génmaodositott allatok

GFP: green fluorescent protein (zélden fluoreszkalo fehérje)

YFP: yellow fluorescent protein (sargan fluoreszkald fehérje)



3D fluoreszcencia mikroszkopia

3D képalkotas elve
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Figure 2

Optical sectioning scheme. A three-dimensional sample
can be sketched as a series of optical slices. Let's call slice
the one containing the geometrical focus of the objective and
refer to the adjacent planes as k slices. The sample contains a
three-dimensional distribution of fluorescendy labelled mole-
cules whose intensity distribution is |, slice by slice. The
thickness of each optical slice is approximately one half of the
axial resolution, say =A/2.

Quisner
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3D képalkotas konfokalis mikroszképpal
(egyfotonos gerjesztés)

Photomubtiplier
PMT  detection
inhole
Pinhole 3 . P
5 \ emission filter
3
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out-of-focus light




3D képalkotas konfokalis mikroszképpal
(egyfotonos gerjesztés)

Lézernyalabok pasztazasa

Photomubtiplier

Pinhole

Pivcerer 1 X-% Bcon Head

E:‘_"'
IIH;.

|
— 1
| Y Galvo
B eamn Splitter

Quisner

X Galvo

Szipdcs Group
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A pasztazo lézeres (konfokalis) mikroszkop felbontasa

(a) Conventional Confocal

)]

FIGURE3 The point spread functions of the conventional and confocal microscopes are shown in
(a), together with comparison images of two-point objects in (#). In both cases, the superior
resolution of the confocal system is apparent.
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. ®/2 .
Fluoreszcencia @i i = Fluoreszcencia
Gerjesztés emisszio emisszio
Aanana o Gerlesziés R ke s
o A e
/2
w/2

Kétfoton abszorpcid: amikor a fluoreszcens anyag
egyszerre két piros fénykvantumot nyel el egy UV
fénykvantum helyett
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Kétfoton abszorpcios fluoreszcencia (2PF) mikroszkopia

LSM 710 MP Axio Examiner kétfoton mikroszkdp az MTA Wigner-ben (Carl Zeiss)
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Kétfoton abszorpcios fluoreszcencia (2PF) mikroszkopia

Lathato

) _ —7 IR gerjesztd fény Szkennel6 tukrok
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3D kétfoton mikroszkopia
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Mikroszkdp tervezés
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A FiberScope nemlinearis pasztazoé mikroszkop optikai rendszerének blokkvazlata
a gerjesztd és emisszios fényutakkal. Szaggatott vonallal bekarikazott rész: az
optika tervezés altal érintett egységek. Arnyalt teriilet: az afokalis optikai leképezd

rendszer tervezesenél figyelembe vett egységek.

Csakanyi A, Szipdcs R: Fiberscope pasztazd nemlinearis mikroszkop optikai rendszerének tervezése ,Kvantumelektronika

2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P64. 2 p.
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Mikroszkdp tervezés

Pasztazo nemlinedris mikroszkopok optikai leképezd rendszerének modellezése
Peremfeltetelek

g

Zeiss W Plan-APOCHROMAT 40x 1.0

JAERE
végtelenre korrigalt ’T”I_T’ "',J:‘
3,5°-0s belépd szog e T
9 mm-es belépd apertura ’:"_Tiﬁ{?' _
1.0 numerikus apertura Wy numerikus aj
0.5 mm-es targyter

Csakanyi A, Szipdcs R: Fiberscope pasztazd nemlinearis mikroszkdp optikai rendszerének tervezése ,Kvantumelektronika

2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P64. 2 p.
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Mikroszkdp tervezés

Pasztazo nemlinearis mikroszkopok optikai leképez6 rendszerének modellezése
Zemax

fo

Radiant Zemax

- optikai tervezbszoftver

- gorblletek, tavolsagok optimalizacids
paraméterek szerinti valtoztatasa

- Uveganyagok katalogus szerinti

cseréje az optimalizacio soran Ze m ax

- adott celfuggvény szerinti globalis Roease 2
optimalizacio (lehetséges valtozatok b
automatikus keresése) ::‘”"_::M”h

e ey 8 g e v,

- lokalis optimalizacio (valasztott
elrendezés finomhangolasa)

- optikai rendszer tulajdonsagainak
analizise, abrazolasa

Csakanyi A, Szip6cs R: Fiberscope pasztdzé nemlinearis mikroszkdp optikai rendszerének tervezése ,Kvantumelektronika

2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P64. 2 p.
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Mikroszkdp tervezés, afokalis tag tervezése

Pasztazd nemlinearis mikroszkopok optikai leképezd rendszerének modellezése

Tervezésmodszertan

~Lens layout”
fizikai elrendezes
vazlata

LSeidel diagram”
lekepezesi hibak
hibafuggvenyeinek
grafikus
megjelenitese
fellletenkent

yEncircled energy”
nyalab kollimaltsaga

.RMS wavefront error in

waves”
hullamfronthiba a

T W cm G da

W

mezopozicio
(szkennelési szog)

fuggvenyeben

Csakanyi A, Szipdcs R: Fiberscope pasztazd nemlinearis mikroszkdp optikai rendszerének tervezése ,Kvantumelektronika

2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P64. 2 p.
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Mikroszkdp tervezés, szinhiba korrekcio

Pasztazo nemlinearis mikroszkopok optikai lekepez6 rendszerének modellezése

GRIN lencses endomikroszkop

szalcsatold

MEMS szkenner

dikroikus tiikér

S e afokalis rendszer
és szinszlrdk ot ~—e___{eliils5 tag)
)
_ afokalis rendszer
‘_ﬁ ”._______{hétsa tag)
GRIN lencsés

. Dptikai szonda

Nemzeti Agykutatasi Program
SZTE alvallakozoja a Wigner FK

szallezer fenyforras

kis méret (mobiltelefon)

IR fény behatolasi melysege
kb. 500 pm

melyebbre csak mechanikai
uton

optikai szonda : nagy L/d arany

foleg in vivo, jelolesmentes
(CARS, SRS, SHG) mérések
elvégzéséhez (agykutatas,
bérgyogyaszat)

Csakanyi A, Szipbcs R: Csakanyi A, Szip6ces R: GRIN lencsés CARS endomikroszkdp optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcioja

Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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Mikroszkdp tervezés, szinhiba korrekcio

[C1——
LT H—— 4 . :'H"_ .
pasrtazo
& egyieg
dikroikustikar
_______ i stokes-pumpa
L
Wi Atakbor- - N dikroikus tilksr
_________ RS ‘-_E s gerjeszti-emittalt
&
b savien il snehars ) ) )
afokalis leképes rendszer
o 1 —lcoa GRIN lencse
g0 4 I ' [optikai rendszer)
-L minta

1.abra:

Balra a CARS mddszer energetikai diagramja, jobbra a CARS elvre éplld
mikroszkop blokkvazlata. A baloldali diagrammbdl lathaté, hogy a mintat elébb
geriesztd hullamhosszisagl lézerrel gerjeszijik, majd egy masik, dgynevezett
Stokes nyalabbal egy kiztes energiadllapotba juttajuk. Innen djabb gerjesztéssel
olyan energiaszintre &r a minta, ahonnan egy foton formajaban adja le az energiat,
mikdzben visszatér alapallapotba. Ez a foton képviseli az anti-Stokes jelet, ezt
detektaljuk. A megfeleld gerjesztd és a Stokes nyalab hullamhosszkiilénbsége
anyagonként mas és mas, a két hullamhossz hangolasaval mas és mas anyagok
detektalhatok (pl. lipidek, fehérjék, viz)

Csakanyi A, Szipbcs R: Csakanyi A, Szip6ces R: GRIN lencsés CARS endomikroszkdp optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcioja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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Mikroszkdp tervezés, szinhiba korrekcio

7.9 mm | 2.3 mm 0,28 mm
- (=1 -
minta
afokaliz rendszer |GRIN lencse (munkakbzeg)

optikai rendszer

2. abra:

A GRIN lencsés endomikroszkap optikai rendszerének vazlata a fabb méretekkel
és részeivel. Az szkennerbdl (1) érkezd eltéritett nyalab az elsd (2-3 feliilet),
masodik (3-4 felilet), majd a harmadik lencsén (5-6 felilet) kereszill a GRIN
lencsébe (7-8 feliilet) jut. A GRIN lencse aztan a munkakdzegben (8-9 felilet) a

képsikra (9 feliilet) fékuszalja a sugarakat. Az emittalt fény a (9) mintabdl ezen az
(ton visszafelé jut a detektorokba.

Csakanyi A, Szipbcs R: Csakanyi A, Szip6ces R: GRIN lencsés CARS endomikroszkdp optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcioja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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Mikroszkdp tervezés, szinhiba korrekcio

=3 : 3 3 E"t[E

3 A GRIN lencse és a endomikroszkop

normalizalt szinhibai a keptér
15 fuggvenyeben. A szinhibat a foltmérstre
normalizaltuk, ami azt jelenti, hogy O
értéknél a két folt teljesen afedi egymast, 1
értéknél nincs dtfedés, igy a CARS
folyamat feltétele nem teljesul.

SZINHIBA

R T a, és b, - GRIN lencse axidlis és lateralis
szinhibai

NORMALEALT
=)
T

05 - = = = == : c, &s d, : endoszkdpmikro axidlis é&s
o P i L~ : laterdlis szinhibai
RELATIV KEPTER

™ & A GRIN lencsés endomikroszkop Altal

fokuszalt nyaldbok foltméretel hullamhossz

szerint a képtér flggvényében (bal
® ® oldalon). Fekete vizszintes vonal eloh a
diffrakcickorlatot. (796 nm-re 2.28 pm,
1030 nm-re 295 pm) Ez a paraméter
hatarozza meg az elérhetd felbontast
Lathatd, hogy a kész rendszer mintkéet
] & mikodési hulldmhosszra kozel a teljes

miikodési tartomanyban diffrakcickoratos.

Szamitott foltméretek és a foliok alakjal a
két milkodési hulldmhosszon (jobb oldalon)

Csakanyi A, Szipbcs R: Csakanyi A, Szip6ces R: GRIN lencsés CARS endomikroszkdp optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcioja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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Nemlinearis mikroszkopia a bérgydgyaszatban @Eﬂ!r
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Kromoforok a borben

Alkalmazott nemlinearis folyamatok: - 0, -
W, 5ih
UJ1 (_l}cv 1 U)p
e TPEF — két foton abszorpcios ST R o, oy
194 '

fluoreszcencia
(elasztin, keratin, NADH)

CARS

SHG

TPEF

Table 1. Endogenous skin chromophores.

s . ’ Chromophore Excitation A.. (nm) Emission A4 (nm)
e SHG — masodharmonikus keltés
, Fluorescence and SHG
(kollagén) Retinol (20) 700-830 450
NADH (17.97-100) 340: 690-730 450470
Vitamin D (20) <700 450
Flavins (17) 370, 350; 700-730 430
Melanin (101) 280-450 440, 520, 575
Elastin (101) 300-340; 700-740 420-460
. Collagen
* CARS — koherens anti-Stokes Raman Fluorescence 300-340; 700-740 420-460

szoras (zsirok, lipidek)

SHG (15,101)

CARS

C-H stretch
Sebaceous glands
Adipocytes

T20-960
(tunable range
of TP laser)
Excitation

See (23.29)

360-480 (Jex/2)

Emission e (em™')

2845 cm™!
5 -1

2845 cm

2956 cm™!

Hanson et al., Photochemistry and Photobiology, 2009., (85:33-44)
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str. corneum: keratin (TPEF) str. spinosum: NADH (TPEF) str. basale: NADH (TPEF)

dermis: elasztin (TPEF) dermis: kollagén (SHG) subcutis: zsirsejtek (CARS)
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Karosito hatasok: ho-, mechanikai és et

fotokémiai

Fotokémiai karosit6 hatasok detektalasa:
intracell. kromoforok két foton excitacidja
kovetkeztében alakul ki, sejtes
rendszerekben ez a karosodas teljesen
hasonl6 az UVB besugarzas altal
okozottakkal

Cyclobutane pyrimidin dimerek: kovalens
keresztkotések a DNS azonos lancan 1évo
szomszédos pirimidin bazisai kozott - NER
rendszer javitja — elégtelen javitas esetén —

mutacio

de Gruijl F.R. and Rebel H., Early events in UV
carcinogenesis-DNA damage, target cells and mutant
p53 foci. Photochem Photobiol, 2008. 84(2): p. 382-7.

F.Fischer, B.Volkmer., S. Puschmann, R. Greinert., W.
Breitbart, J. Kiefer, R. Wepf, Skin imaged by
femtosecond laser irradiation: a risk assessment for in
vivo applications. Biophotonics and New Therapy
Frontiers, 2006.

Haluszka D, Lorincz K, Banvolgyi A, Gyongyosi N,
Kolonics A, Szipocs R, Karpati S, Wikonkal N: The effect
of repair mechanisms on risk of DNA damage during in
vivo two-photon skin imaging, J. OF INVESTIGATIVE
DERMATOLOGY 133:(1) p. S219. (2013)

International Invastigative

Dematology
B-11 Moy 2013
Eglisburgh Seofiand

W T Biztonsagtechnikai vizsgalatok @Enﬂr

SEipics Group

j Sectioning plane

Laser/UVB
]’exposed area
(~1mm)

|
|
|
1

UYE = 1 Kan? i UNE =1 Kem?
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Ob/Ob egerek

a 2-es tipusu diabétesz (csokkent
érzékenység) modellallatai

inzulin

ob gén — leptin — étvagy szabalyozasa
leptint kodold gén mindkét allélja hibas — falank,
elhizott

2-es tipusu diabétesz
szerkezetének valtozasai

— bor kollagén
3 egércsoport

AGEs (advanced glycation endproducts)
gliik6z eredetli glikalt végtermékek

bor autofluoreszcencia és SHG intenzitas értékei
valtoznak

megnovekedett zsirsejtek-szabad zsirsavak —
csokken a fibroblast sejtek proliferacioja +
novelik a MMP13 szintjét — tovabbi szabad-gyok
termelés — metabolikus betegségek + a bor korai
oregedése

Ezure T. and Amano S., Negative regulation of dermal fibroblasts by enlarged

adipocytes through release of free fatty acids. J Invest Dermatol, 2011. 131(10):
p. 2004-9.

A 2. tipusu diabétesz és a bér kollagén szerkezetének
vizsgalata ob/ob knockout egereken, in vivo

Quisner

Szipdcs Group

—=— control
—@— ob/ob - CRD|
—&—ob/ob - ND

90
80—-
70—-
60—-

50

weight (g)

40

20

D. Haluszka, R. Szipécs, N. Wikonkal, A. Kolonics: Characterization of Obesity in
Murine Skin in vivo by CARS and SHG Microscopy Using a Cost Efficient, Fiber
Laser Based Wavelength Extension Unit, paper WeP-T1-P-13 (2014)

8m ERPS-OQECOD Eurcophoton Confarsncea

EUROPHOTON

SOLID-STATE. FIBRE. AND WAESUIDE COHERENT LISHT SOURCES

Z24-29 August 2014
Neuchatel. Switzerland

10

T T T T T T T T 1
16 20 24 28 32

weeks

SHG (kollagén) + CARS (zsirsejtek)
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W s Eredmények — kollagén szerkezet (SHG) @F"!‘lf
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ikroszkopia
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Koherens anti-Stokes Raman sz

+ bl
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Eredmények — zsirsejtek (CARS)
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és BaronkEoldgiai Klinika

Szipdcs Group

in vivo CARS

Brick-like pattern of the
stratum corneum (skin barrier)

Skin celis "bricks")

29

keratinocitak — ,,tégla

Liphds | "'mortar)

lipid — ,,habarcs”

TGM-3

! !

) o
100 -1
I m
-, -
™ |-rm

Bognar P, Nemeth I, Mayer B, Haluszka D, Wikonkal N, Ostorhazi E, John S, Paulsson M, Smyth N, Pasztoi M, Buzas El, Szipocs R, Kolonics A, Temesvari E,
Karpati S., Reduced inflammatory threshold indicates skin barrier defect in transglutaminase 3 knockout mice. J Invest Dermatol, 134(1) 105-111 (2014)
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W . Basaliomak vizsgalata @EI‘IEI‘

* A ham bazalis sejtrétegébdl kiindulo rosszindulati daganat, de attétet nem
képez

« Altalaban napfénynek kitett borfeliileten alakul ki: arc, fiil, nyak, vallak

* Tobb formaja Iétezik

* Kezelés: sebeszi excisio, 4-5Smm biztonsagi zonaval

* Ennek ellenére gyakran recidival

* Alézeres képalkotds megoldas lehet a pontos metszési sik meghatarozasanal

* Kollagén, mint marker

« Ex vivo mintak, mutét utan

e
TR
. -
r
] " . -
y i Q o o
i
) \
k
w.‘
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. Basaliomak vizsgalata
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- nemlinearis mikroszképia modszerekkel Szipiics Group
Skin Research and Tu.l'm[l.rt?w 2013; 19; ¢297—¢304 € 2012 fohn Wiley & Sons AJS

Printed in Singapore- All rights reserved

Skin Research and Technology
doi: 10.1111/j.1600-0846.2012.00643.x

Diagnosis of BCC by multiphoton laser tomography

Stefania 5e1denar1 Fedenca Argmelh Sara Bassoli!, Jennifer Cautela Anna Maria
Cesmaro Mario Guant1 Davide Guardoh Crlstma Magnom Marco Manfredlm
Giovanni Pontl and Karsten I(:::amg34

' Department of Dermatology, University of Modena and Reggio Emilia, Modena, Italy,
*Department of Pathology, University of Modena and Reggio Emilia, Modena, Italy,
qurﬁnmr of Biophotonics and Lasertechnology, Saarland University, Saarbriicken, Germany and *JenLab GmbH, Schillerstrasse 1, 0745, Jena,
Germany

Fig. 4. Basal cell carcinoma. (a) 100 pm depth, excitation wavelength 800 nm. Shifting the wavelength to 800 nm, basaloid cells become less
visible; employing an excitation wavelength of 820 nm basaloid cells disappear and it is possible to observe empty spaces surrounded by collagen
fibres (phantom island); (b) 100 pm depth; (c) 120 yom depth.
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R Basaliomak vizsgalata Qj}iﬁnﬂr

A bér tumorok kozos jellemzoje és a tumor invazid kulcsfontossagu

mozzanata az extracellularis matrix fehérjék (I. tipust kollagén)
degradacioja a matrix metalloproteaz (MMP) enzim csalad aktivalasan
keresztiil.

a tumor sejtek nagy sejtmaggal és kevés citoplazmaval rendelkeznek
keritéslécszerd un. paliszad elrendezédésiek

az epidermalis sejtek szabalytalan alakuak és random elrendezésiek

a dermisben erds autofluoreszcenciat mutatd daganatos sejtfészkek lathatok
a kollagén szerkezet karosodott a tumor teriletén

markans SHG intenzitas kulonbség tapasztalhato a basalioma altal érintett
terlleten

Kollagén vizsgalata SHG modszerrel

Seidenari S, Arginelli F, Bassoli S, Cautela J, Cesinaro AM, Guanti M, Guardoli D, Magnoni C, Manfredini M, Ponti G, Kénig K. Diagnosis of BCC by
multiphoton laser tomography. Skin Res Technol, 2013. 19(1): p. €297-304.
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i nemlinearis mikroszkopia médszerekkel T T

Basalioma vizsgalata — 3D FiberScope fejlesztése

Kollagén szerkezet — SHG
Sejtek - autofluoreszcencia

- Lézer hulldmhossza
- SzinszUrok kivalasztasa

Szallézer specifikalasa
Optikai szal specifikalasa

Biztonsagtechnikai vizsgalatok
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FiberScope, a kézben
tartott nemlinedris
mikroszkap

TR -

T
10l P

Lézeres fényforras: 2-36 MHz-es ismétlési frekveniaju, impulzusiizem Yb-szallézer, erdsit6 rendszer
Leképezb optika: kisméretl pasztaszd mikroszkdp
Mind a lézerforras, mind a mikroszkdp optimalizalt az adott orvosi diagnosztikai feladathoz: alacsony ar!

Biztonsagtechnikai vizsgalatok
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A.) Ti:S laser (5 mW) B.) Yb-fiber laser (5 mW)

Figure 1. Comparison of SHG imaging performance of different mode-locked lasers having the
same average power of 5 mW (on the sample) for nonlinear microscopy. Ex-vivo murine skin
sample, imaging depth: z = 30 um, same microscope settings. Collagen distribution measured by
A) an industry standard, 80 MHz Ti:sapphire laser, and by B) our newly developed Yb-fiber
oscillator and amplifier system (with a variable repetition rate).
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Dermatology

2P mikroszkopias meérések
Gyogyszeripai alkalmazasok

Quisner

Szipocs Group

DO 10,111 Vexd. 12454
wvnwileyonlinefibrary com/joumnal/ EXD

tter to the Editor

In vivo study of targeted nanomedicine delivery into Langerhans
cells by multiphoton laser scanning microscopy

Attila Kolonics', Zsolt Csiszovszki®®, Eniké R. Toke®, Orsolya Lorinez™®, Déra Haluszka'* and
Robert Szipoes'™?

asers Ltd,
gy, 5S¢

gner RCP, Budapest, Hu R&D L

cst, Hungary,
tweis University Hunga

r Solid State Physics and Optics c

v, Budapest,

Physics and Optics of Wigner RCP, PO Box 4%, H-1523 Budapest, Hung
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e-mail: szipocs.re

IMUNITY Inc,

Abstract: Epidecrmal Langerhans cells (LCs) function

DV penetrated the epidermis and entered the eGFP-LCs.

The AF346-DV signal was eq ted inside the LCs,

professional antigen-pre

nting cells of the skin. We i

ally distrit

the LC-target properties of a special mannose—m After 9 h, we observed AF546-DV signal accumulation that
pathogen-like synthetic nanomedicine DermaVir (DV), which is occurred at the cell body. We demonstrated in live
capable to express @ pens to induce immune responses and kil animals LCs picked up and accumulated the nanoparticles in

HIV-infected cells. Our aim was to use multiphoton laser the cell body.

microscopy (MLM] in vivo in ord
Alexa-labelled DV (AF546-DV
: ed green fluorescent protein (eGFP) under the contral of

o visualize the uptake of Key words: ¢t

multipho

by

Lt

s. Knock-in mice expressing

rin gene (CD207) were used to visualize LCs. Afier 1 b, Accepted for pi e 2014

Figure 1. Penetration kinetics of AF546-DV through the stratum corneum in
enhanced green fluorescent protein (eGFF)-Langerin knock-in mouse ear in vivo
xz-Multitracking sections were composed from a stack of xy-optical sections w
5 um distances between the sections. The sections were recorded from the
stratum cormeum (£ = 0 um) to the epidermis (£ = 35-40 u These
representations reveal the penetration profiles of AF546-DV into eGFP-Langerin
knock-in mouse skin reaching an average of 20 ym penetration dep
the honeycomb-shaped cormeocyte layer after 1 h of topical treatment. AFS46-DV
diffused in the whole depth of the skin after 9 or 24 h despite of the fact that a
part of the AF546-DV formula dried on the stratum corneum. Control: intact skin
without AF546-DV.

1 underneath

. AF546-DV 9 h

Control

AF546-DV 1h

AF546-DV 24 h
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EXPEfimental Control
Dermatology
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Publikaciok 2014-ben

Bognar P, Nemeth |, Mayer B, Haluszka D, Wikonkal N, Ostorhazi E, John S, Paulsson M, Smyth N, Pasztoi
M, Buzas E, Szipocs R, Kolonics A, Temesvari E, Karpati S: Reduced inflammatory threshold indicates skin
barrier defect in transglutaminase 3 knockout mice. J INVEST DERMATOL, 134:(1) pp. 105-111. (2014)

Haluszka D, Lorincz K, Szipocs R, Gyongydsi N, Banvolgyi A, Keszeg A, Karpati S, Wikonkal NM: In vivo
assessment of potential carcinogenicity of multi-photon microscopy as the function, of wavelength in the
near-infrared range. J INVEST DERMATOL, 134: p. S86. (2014)

Kolonics A, Csiszovszki Zs, T6ke ER, Lérincz O, Haluszka D, Szipdcs R: In vivo study of targeted
nanomedicine delivery into Langerhans cells by multiphoton laser scanning microscopy. EXP DERMATOL,
23:(8) pp. 596-605. (2014)

Lorincz K, Banvolgyi A, Haluszka D, Gyongyosi N, Szipocs R, Marton D, Wlaschek M, Scharffetter-
Kochanek K, Karpati S, Wikonkal NM: Analysis of photoaging in mice with impaired epidermal antioxidant
defense using in vivo multiphoton microscopy. J INVEST DERMATOL, 134:(2) p. S84. 1 p. (2014)

Toke ER, Lorincz O, Csiszovszki Z, Somogyi E, Felfoldi G, Molnar L, Szipocs R, Kolonics A, Malissen B, Lori F,
Trocio J, Bakare N, Horkay F, Romani N, Tripp CH, Stoitzner P, Lisziewicz J: Exploitation of Langerhans
cells for in vivo DNA vaccine delivery into the lymph nodes. GENE THERAPY, 21:(6) pp. 566-574. (2014)

Csakanyi A, Szip6cs R: Fiberscope pdsztdzé nemlinedris mikroszkép optikai rendszerének
tervezése, Kvantumelektronika 2014, Paper P64

Csakanyi A, Szip6cs R: GRIN lencsés CARS endomikroszkép optikai leképezé rendszerének
szinhiba korrekcidja Kvantumelektronika 2014, Paper P65
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mikroszkdpias vizsgdlata egérbdr modellen Uj, Yb-szalerdsitén alapulé Stokes fényforrasal
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Daganatok diagnosztikaja: sziikséges a felbontas novelése!

Nanoszkdpia, de csak azokon a teruleteken, ahol az valéban sziikséges!
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A diffrakcios korlat tlépése a STED (stimulated emission by depletion) rendszer esetében:
(@) @ STED mikroszkopids méréshez haszndlt fluoreszcens jeldlés két dllapota A (fluoresz-
cens allapot] és B (nem fluoreszcens allapot). AzA B eptikai atmenet rdtaja: k= o/, ami
aranyos az uriteéshez (depletion) hasznalt fény intenzitasaval. A forditott iranyu EI Aht-
menet rataja k . (b) Az (i-{iv)-gyel jeldit, sargaval szinezett teriiletek jeldlik azokat a tarto-
manyokat, ahol a fluoroférok a kilanb6zé fényintanzitas értékek (/) esetén a fluoreszcens
A allapotban maradnak, ahol a csucsintenzitas ertekek (/,) az .. telitési intenzitas (/)

10-szeres, S0-szeres, 100-szoros és 500-szoros értekét veszik fel. Az egyes Ifx] fuggveények
mutatjak az uritd (depletion) nyalabok eloszlasat az x tengely menten, melyek az x =0
pozicidban nulla értéket vesznek fel. Az ritd nyalabok (tipikusan fank alaku) intenzitas ér-
tékének novelésével a fluoreszcens tartomany szélessége Ax elvileg tetszdlegesen csok-
kenthetd, igy egy pasztazd mikroszkopban ez a felbontas a STED modszerrel elérhetd. (¢}
A 5TED folyamat energia diagramja (rézsaszinnel jelolve).
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(a} STED principle {c) STED microscope

Fluorescence signal
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Current Cpinion in Neurobiclogy

(a) A STED folyamat energia diagamja. Az alkalmazott fluorofort az S,
alapallapotbdl az 5, gerjesztett allapotba vissziik zold (nagyenergia-
Ju) fény segitségevel. Az S, allapotbol a fluorofdr vagy spontas vagy
indukalt emisszio (STED folyamat) réven jut vissza az S, alapallapotba.

(b) Az S, allapot uritése a STED folyamatban. (c) Bal oldalon: Fluoresz-
cencia intenzitas eloszlas a z és x tengelyek mentén a STED alkalma-
zasa nélkil. Ugyanez jobb oldalon a STED alkalmazasa utan. Kozépen:
A STED mikroszkop felépitése.
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Stimulalt emisszio lemerités (STED)
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Stimulalt emisszids merités
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Stimulalt emisszids merités

E xcitation Depletion E xcitation Depletion
500nm 800nm 500nm 600nm___ 800nm

Az Uritési hulldamhossz optimalis megvalasztasa
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4pi mikroszkopia

Felbontas novelés a z tengely mentén, interferencia
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A fazismaszk (vortex)

Courtesy of Courtial and O'Holleran, 2007
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A fazismaszk (vortex)
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(a] Confocal {c) Confocal

(b} ETED-4Fi {d} STED-4F|

1-wm

Currzat Qpinica in Maurobclogy

Egy STED-4Pi mikroszkép és egy (.n. konfokalis mikroszkop optikai tenge-
lyen mért (2} irdnyu felbontasanak dsszehasonlitasa egy baktérium (Bacil-
lus megaterium) sejtmembranjanak RH 414 festékkel torténé megfestése
utan. A STED-4Pi mikroszkop hossziranyu felbontasa 30-40 nm!
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STED épités CARS mikroszkdépbol?
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Szuperfelbontasu CARS mérérendszer? RﬂD

CARS SYSTEM INSTALLED AT UNIVERSITY OF SZEGED

Related articles

CARS imaging system installed at the University of Szeged, Department of Neurology (Prof. Gabor Tamas lab), June 2014

Photo Gallery

H-1012 Budapest, Attila str. 73, HUNGARY Phone/Fax: +36 (1) 392 2582
www.fslasers.com [.SZipocs(@szipocs.com



Szuperfelbontasu, egy-fluoroféros mikroszképia (PALM, STORM)
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_(x—ﬂx)z (J’*“;')z A = A1 A
2 o JN N 2nsina

2
p(x,y)=Ce **
(1) A foton detektalas valészintiségi eloszlasat az optikai tengelyre meréleges iranyban p(x,y) egy

Gauss figgvennyel kozelithetjlk, ahol C normalasi konstans, p_es p_egy adott keppont eloszlas-
fliggvényének (PSF) kézepe, A pedig az Abbe-féle diffrakcios korlat.

(2) Amennyiben tudjuk, hogy egy adottidépillanatban a fény csak egy adott pontbdl érkezhet, akkor
a PSF kozéppontjanak helye A  pontossaggal megbecsiilhetd, ahol N a detektalt fotonok szama.
Vagyis a mikroszkop felbontasa egyfotonos detektalas esetén N''/2-szeresere novelheto!
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Az egyenkénti molekula lokalizacids mikroszképia (Single-molecule localization
microscopy, SMLM) magdban foglalja az 6sszes olyan eljarast, amely egy-egy
emitter elkilonitésén alapszik. Alapesetben a PSF mérete hatarozza meg az
elérhetd felbontast. Azonban, ha tudjuk, hogy adott térrészen belil csak egy pont
sugaroz, akkor ennek a pontnak a helye meghatarozhatd, méghozza az intenzitassal
aranyos pontossaggal , ahol A_,, a helymeghatarozas pontossaga, A a
diffrakciokorlatos folt FWHM értéke, N az detektalt fotonok szama:

A

oA
m N N 2nsina
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Az SMLM eljaras azzal kinal megoldast erre, hogy egyszerre csak néhany
(egymastol tavol |éve) emittert aktival, lehet6vé téve ezek helyeinek
meghatarozasat, majd deaktivalja dket. A ciklus ismétlésével, mas-mas emitterek
aktivalasaval és deaktivalasaval az 6sszes emitter helyzete meghatarozhato.

A célnak megfelel6 fluorofor nem fluoreszcens, sotét allapotban van jelen egészen
addig, mig véletlenszerilien aktivalasra nem keriil, altalaban alacsony intenzitasu
lézer altal. Ekkor egy lézer emissziora stimulalja majd kifakitja vagy sotét allapotba
kapcsolja vissza azt, jellemz6en 10-100 ms alatt. A kibocsajtott fotonokat kamera
rogziti, és az igy készult képbdl nagy pontossagga meghatarozhatdé a fluorofor
helyzete. Ciklusonként csak néhany fluorofor keril aktiv, gerjeszthetd allapotba,
ahhoz, hogy az Osszes festékanyag helyzete meghatarozhato legyen, tobb, akat
tobb szaz kép készitése sziikséges. Ezekbdl aztan matematikai maddszerekkel
elkészithetd a szuperrezolucids kép.
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Stohasztikus optikai rekonstrukciéos mikroszkopia (STORM), Fotoaktivalt lokalizacios
mikroszkdpia (PALM) Fluoreszcens fotoaktivalt lokalizaciés mikroszkopi (fPALM)

A STORM, a PALM és az fPALM eljarasok olyan szuperrezolucios technikak, amik
a festékanyag |épésenkénti aktivalasat és id6beni és térbeni elkilonithetbségét
hasznaljak fel a szuperrezolicios kép elkészitéséhez. Ennek soran a
fluoroforoknak csak egy optikailag elktlonitheté része keril aktivalasra adott
idében, igy minden egyes festékrészecske helyzete pontosan meghatarozhato.
Ezutan az aktivalt fluoroforok deaktivalasra kerlilnek, majd Ujabb
festékrészecskék aktivalasaval ujabb ciklus kezdédik. A folyamat soran szamos
fluorofor helyzete kerlil meghatarozasra, igy elkészithet6é a szuperrezolucios
kép. A fenti harom maddszer rovid idon belul, de egymastdl fluggetlenil kerult
kifejlesztésre, alapelvik azonos. A STORM eljarast eredetileg proteinekhez és
aminosavakhoz kapcsolt Cy3 és Cy5 festékek hasznalataval irtak le, mig a
PALM és fPALM eljarasokat fotoaktivalhato fehérjékkel. Az elérhet6 felbontas
kb. 20 nm lateradlis iranyban és 50 nm axialisan, id6beli skalan 0,1-0,33 s.
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Méresi eredmeny
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Fliggosegrol - agytudatosan

Jakabffy Fva interjija Katona Istvannal

Magyar Tudomany, 2010. november

Milyen maskent allnanak hozza a fiiggdségekher a szenvedélybetegek, a kirmyezetiik és
maga a tarsadalom, ha tudnalk, mi tértenik ilyenkor az aggyal! & kutatdl, akik jelenleg
eppen a belsd kannabinoid rendszer alkotdelemeit térképezik fel nanométeres
pontossagzal, egyre kizelebb s kizelebb keriilnek ahhoz, hogy feltarjak a figpdseg
kialakuldgsanak okait és |épéseit. Hogy ezt az idegtudomanyban laikus is megértse, ahhoz
szinte egy bolyedkiizi utat kell megtenni, melynek célallomasa - paradox madon - sajat
koponyankon beliil talalhatd. Rusztikus, hétkiznapi léptékeinktol el kell jutnunk az idegi
elemek kizti, finom kommunikacidig. E célbdl Katona Isbrannal, a belsd kannabinoid
rendszer kutatsdjaval beszélgettiink,
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Kontroll \*-THC (10 mg/kg)

A kutatok s tbbbek {ﬁJTE az emléknyomok rogzitesében nelkllozhetetlen,
hippokampusz nevl agyterlleten jeléltek meg egyedi id evseqteke Ezek

deg&gmd%mzo szinnel tdnnek fel. A\egfr: lések felszinén STORM

12 -:"H

SZU ontasu mikroszkopias eljarassal vizsgaltak a kannabinoidreceptor-
fehérjék elhelyezkedéseét olyan egere_«b n, amelyek a kisérletet megeldzd 6
uli i

napon THC-tartalmu, vagy hatdanyag nélkdli injekcickat kaptak.
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Osszefoglalas, megjegyzések

1. A nanoszkdpia soran a mérérendszer lényegesen érzékenyebb a kornyzeti hatasokra, mint
egy konfokalis vagy 2P mikroszkdp rendszer

2. Afelbontasnovekedés miatt adott tertileten |ényegesen nagyobb az adatgydjtéshez

szlkséges id6, a minta (a festék) Iényegesen nagyobb |ézerddzisnak van kitéve

A fentiek miatt in vivo nanoszkdpias mérések nem valdszintiek a kozeljovében

4. Masik kérdés, hogy autofluoreszcencia, illetve SHG és CARS jelek esetén lehet-e
valamilyen mddon hasonlé felbontas névekedést elérni?

w

STED el6nyok

1. Viszonylag egyszer(ien atalakithaté egy pasztaszé konfokalis vagy 2P mikroszkdp STED
mikroszképpa
2. Az adatgydjtési sebesség lényegében megfelel a konfokalis vagy 2P rendszernek

PALM/STORM el6nyok

1. A felbontas novelés elvileg korlatlanul novelhet6
2. A mintak kisebb fényterhelése



