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1. Bevezetés

A mikroszkép feltaldlasa hatalmas 1épés volt a biologia szamara. Lehetévé tette, hogy
olyan dolgokat is lassunk, amiket eddig a fizikai korlataink miatt képtelenek voltunk.
A mikroszkép két gytijtélencsébdl (objektiv és okular) allé6 optikai rendszer, igy egy
tobbszordsen nagyitott latszélagos képet kapunk. Ennek segitségével rengeteg 1j in-
formaciot kaptunk mindenrol, amit eddig a szemiink korlatai miatt nem is lathattunk. A
hagyomanyos mikroszkopokat még mind a mai napig alkalmazzdk féleg biologiai teriile-
teken.

Azonban a fény hullamtermészete miatt nem tudunk tetszoleges felbontasban nagyitani
egy képen, hiszen adott nagyitas utan elérjiik a diffrakcios hatart. A diffrakcids hatart
atlépve pontszerii fényforrds képe nem egy pont lesz, hanem egy folt (Airy-korong). Ilyen-
kor mar a leképezés soran mar nem ériink el 1jabb informéciét. Ennek fényében megndétt
az igény arra, hogy tudjuk, mi rejtozhet ezen a hatdron tul, milyen 1j informacidkat
tudnank szerezni, ha egyszer atlépjiikk. A 20.szazad éta azonban mar tébb moddszert is

kidolgoztak arra, hogy hogyan lehetne mégis atlépni a diffrakciés hatart.

1.1. Fluoreszcencia

Fluoreszcens mikroszkopia soran képesek vagyunk az egyedi sejtalkotékat, illetve mole-
kuldkat megfesteni fluoreszcens festékekkel (fluoroférok). A fluoreszcencia sorén a festék-
molekuldt az Sy alapallapotabdl felgerjesztjiik egy magasabb, S; energiadllapot valame-
lyik energiaszintjére, majd onnan relaxal a legalacsonyabb, nem betoltott energiaszintre,
végiil egy foton kibocsajtdsaval visszakertil az eredeti Sy alapallapotba. Azt, hogy mennyi
id6 telik el a felgerjesztés utan az Syp-ba vald visszakeriiléséig nevezziik a fluoreszencia
élettartaméanak. Mivel van egy kis energiaveszteség a relaxdlas soran, igy az emittalt
foton hullamhossza nagyobb, mint a gerjeszto fotoné. Ezt a hullamhosszbeli eltérést ne-

vezziik Stokes-eltoléddsnak. [1]
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1. dbra. A normal fluoreszcencia miikodése



Kisérletek azt is megmutattak, hogy bizonyos esetekben az emisszids spektrum a rovi-
debb hullamhossz irdnyaba is eltolddik, ezt a jelenséget nevezziik anti-Stokes fluoreszcen-
cidnak. Bar intenzitdasban az anti-Stokes fluoreszcencia sokkal gyengébb, kell§ érzékeny
miiszerekkel még detektalhaté. Az, hogy az anti-Stokes jelensége miért torténik, arra tobb
ok is lehet. Az egyik ilyen okok lehetnek dipdl-dipél mechanizmusok. Ekkor a felgerjesz-
tett (donor) molekula dipdl-dipdl kolesonhatasokon keresztiil gerjeszt egy mésik (akceptor)
molekuldt. Ezt a mechanizmus hivjak hetero FRET-nek (Forster resonance energy trans-
fer). A hetero FRET sordn azonban a donor molekula élettartama megvaltozik a normal
fluoreszcens élettartamhoz képest. Egy masik lehetséges mechanizmus a kétfotonos el-
nyelés, amikor a felkonverzié soran a molekula két azonos fotont nyel el. Ekkor elég
nagyobb hulldmhosszi (kisebb energiaji) fotonnal gerjszteni, hiszen a felkonverziét két
foton fogja elvégezni. A kibocsajtott foton hullamhossza igy rovidebb lesz, mint a ger-

jeszt6 fotoné. [2]

1.2. Homérsékletmérés nanoskalan

Makroskaldan mar hozzaszoktunk a hagyoményos hémérsékletméro eszkozokhoz, viszont
ha mikro-, esetleg nanoskélan szeretnénk homérsékletet mérni, akkor 1j technikakhoz kell
folyamodnunk. Azt, hogy milyen mdédon szeretnénk hémérsékletet mérni ilyen kis skalan
az is befolyésolja, hogy hol van sziikségiink ra. Esetleg bioldgiai alkalmazasban, ahol
szeretnénk akar él6 sejtek homérsékletét mérni vagy mérnoki agon, ahol pedig nagyon
magas homérsékleteket szeretnénk mérni.

Erre a leggyakoribb mdédszer az infravordsben valo detektalas. A feketetest sugarzas
miatt minden test sugaroz ki magabdl elektromégneses hulldimokat valamilyen hulldmhossz-
on (jellemz6en az infravords tartoményon). A sugarzas spektruma és a test hdmérséklete
kozotti osszefiiggést Plank torvénye irja le. Mivel a testek jellemzéen az infravoros tar-
tomanyban sugaroznak, ezért a homérsékletmérés egyik legelterjedtebb mddszere az inf-
ravorosben valé detektalas, amit mind makroskalan, mind nanoskélan alkalmaznak.

Az irodalmi kutatasaim alatt taldltam, egy altalam érdekesnek tiin6 homérsékletmérési
moédszert, az interferometridas homérsékletmérést. Ez kihasznalja a testek hotagulasat
és a hdtagulds soran torténo hosszvaltozasbol kovetkeztet vissza a homérsékletre. Egy
interferométer képes az akar kis skalan is bekovetkez6 hosszvaltozast is kimutatni, ugyanis
az optikai uthossz ilyen apré hosszvaltozasra is érzékeny. Ezt a mddszert inkabb az iparban
hasznaljak. Masik, az iparban felhasznalt, metodika a termoreflexiés homérsékletmérés,
amely bizonyos anyagok torésmutatojanak homérsékletfliiggését hasznalja ki.

Azonban a biolégidban mar relevansabb homérsékletmérési technika példdul foszfo-
reszkald anyagok id6beli lecsengésének homérsékletfiiggése. A foszforeszkalds, a fluoresz-
cenciadhoz hasonldéan, a fotolumineszcencia egyik fajtaja. Annyiban kiilonbozik a fluo-
reszcenciatol, hogy az élettartama sokkal hosszabb. Mig a fluoreszcencia élettartama

jellemzoen ns-os tartomanyban van, a foszforeszkalas akar percekig is eltarthat. A fosz-



foreszkdlas lecsengése bizonyos anyagok esetén homérsékletfiiggd, ez alapjan vissza lehet
kovetkeztetni a homérsékletre. Ezt szintén foleg az iparban hasznéljak, de bioldgiai alka-
lamzésa is elképzelhetd. [6]

A biolégiaban még inkabb relevans mérési médszer a Raman szérdson alapul, ami
osszefoglaléan jelenti a Stokesi és az anti-Stokesi eltolodast. Ezt a jelenséget lehet vizsgalni
a Raman spektroszképpal. A termélisan mar felgerjesztett molekuldk mas vibracios szin-
ten helyezkednek el, ezek pedig kimutathatok az emisszids spektrumon Stokes és anti-
Stokes vonalak forméjédban. Innen a hémérséklet visszakovetkeztethetd. [4]

Masik moddszer, ahol a biolégiai mintat két fluoreszcens proteinnel is megfestik, egy
olyan, aminek a normél fluoreszcencidja kevésbé homérsékletérzékeny és egy olyan, aminek
a normal fluoreszcencigja erésebben hémérsékletfiiged. [7] Ez hasznédlhatd, viszont él6 sejt
szamara nem feltétleniil kedvezd, ezért mi olyan mechanizmust szerettiink volna, ahol elég

egy festékkel megfesteni a mintat. Erre hasznéltuk ki a forrd energiasavos elnyelést.

1.3. A forrd energiasavos elnyelés

Termikus egyensulyban a vibraciés energiaszintek betoltottsége a Boltzmann-eloszlast
koveti, igy a magasabb energiaszintekrol torténo elnyelodés is homérsékletfiiggo, ez a forrd
energiasavos elnyelés (hot-band). Ez azt is jelenti, hogy a forré energiasavos elnyeléshez
sziikséges tobbletenergia homérsékleti energiabol szarmazik. Ilyenkor kétféle hot-band
fluoreszenciardl beszéliink, attol fiiggden, hogy a termalis gerjesztés melyik energiaszinten
torténik. A hot-band nem valtoztat az élettartamon, ezért el tudjuk kiiloniteni a hete-
ro FRET-t6l. Ezt a jelenséget terveztiik felhasznélni arra, hogy hémérsékletet tudjunk
mérni.[3] [5]
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2. dbra. A kétféle hot-band miikodése és detektalasa. Az ”A.” abran a termaélis gerjesztés
az Sg alapszinten torténik, ahonnan egy vibraciés energiaszintre gerjesztodik, majd onnan
gerjesztédik fel az Si-re. A 7C.” abran ennek a fajta hot-bandnek a mérése lathatd, ahol
az emittal fotont a dikroikus tiikkronx at fog engedni. A ”7B.” dbran a maésik fajta hot-
band gerjesztés lathatd, ahol elsébb az Sy szintrol gerjesztiink fel és késébb, az S; szinten
torténik a termalis gerjesztés. A ”D.” abran ennek a mérése lathatd, ahol a normaél és az
anti-Stokes jelet kettévalasztja a dikroikus tiikor.
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3. abra. Az AF568 spektruma és az altalunk hasznalt gerjesztések és emisszios sziirok.



2. Célkitiizés

A kutatéesoportndl végzett munkélataim célja az volt, hogy kihasznalva bizonyos festékek
hot-band tulajdonsdgét, kidolgozzunk egy metodikat arra, hogy kellé pontossdggal (~
0,1°C) tudjunk lokélisan hémérsékletet mérni. A hosszutavi célunk az, hogy lokélis
hémérsékletmérést hasznalva megmérjiik €16 sejtek mitokondriumanak a homérsékletét.
Az irodalom szerint a mitokondrium akér 50°C-os is lehet, ezt szerettiik volna tébbek kozt
belatni. [§] A metodika részeként szeretnénk egy kép regisztraciés algoritmust megirni,

amivel lokalisan meg tudjuk mondani a hémérsékletet.



3. Kisérleti munka

3.1. Irodalmi attekintés

Az irodalmi kutatdsom féleg Gajdos Tamas volt PhD hallgaté doktori disszertaciéra ala-
pult, hiszen 6 végzett hasonlé méréseket a kutatdsai alatt. [I0] Mi szerettiik volna az
6 méréseit reprodukalni és olyan moddszereket kidolgozni, amikre neki nem jutott ideje.
Tamds mind a Rhodamine 101-nél (Rh101) és az Alexa Fluor 568-nal (AF568) kimutatta
a forrd energiasavos elenylést és azt is megallapitotta, hogy a Rh101 homérsékletfiiggése
er0sebb, mint az AF568-¢, ezért 6 a Rh101-et alkalmasabbnak taldlta hémérsékletmérésre.
Mi ennek ellenére mégis az AF568-ndl maradtunk és ennek a forré energiasavos elnyelését
mértiik, mivel ezzel a festékkel van tapasztalatunk a kutatdcsoportnal.

A célkitlizés alapjan, mi adott sejtek mitokondriumjanak a hémérsékletét szeretnénk
mérni. Ehhez azt is fontos tudnunk, hogy egyaltaldn milyen olyan fluoreszcens festékek
vannak, amelyek festik a mitokondriumot. A szakirodalom szerint a legkedvezébb festék
erre a célra a Rhodamine 123 (Rh123).

Végiil az altalunk valasztott hdrom festék az AF568, a Rh101 és az Rh123 lett, mivel

ezek a festékek mutattak a forré energiasavos elnyelést.



3.2. Elettartam mérése
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4. abra. Az Rh123 és az AF568 élettartam mérésének eredményei. Az "A.” és "B.” 4brak mutatjak
a Rh123-as mérés eredményeit. Az "A.” dbran a 485nm-es gerjesztéssel, a ”"B.”-pedig az 561nm-es
gerjesztés. A 7C.” és "D.” dbrdn az AF568-as mérés eredményei szerepelnek. A 7C.”-n az 560nm-es, a
"D.”-n pedig a 640nm-es gerjesztés. A mérési adatokat egy egyoldali exponencidlis illesztésbol kaptuk.

Ahhoz, hogy meg tudjuk kiilonboztetni a forré energiasavos elnyelést a FRET-t6l,
egy kulcsfontossagti mérés volt a fluoreszcens élettartam vizsgalata, ugyanis FRET-nél ez
jelentésen tobb id6, mig a forrd sdvos abszoprciéndl nem véltozik jelentésen (a normél
fluoreszcens élettartamhoz képest).

Ezt a mérést nem én, hanem Nagy Eszter PhD hallgaté végezte és megosztotta velem
az eredményeit, ezuttal is koszonom neki. Elettartam mérésére egy PicoQuant markaju
fotonszamlald volt hasznalva.

Az AF568 mérése soran 12-40 °C-ig lett intenzitas és élettartam mérve 4°C-os 1épéskoz-
zel. A festékoldat 560 és 640nm-es lézerekkel volt gerjesztve.

A Rh123 mérése soran szobahémérsékleten (~ 27°C) és 20-50 °C-ig és vissza lettek
mérve az intenzitdsok és az élettartamok 5 °C-os 1épéskozzel. A festékoldat 485 és 561nm-
es lézerrel volt gerjesztve.

A ébréun lathatok az élettartam mérési eredményei. A ”C.” és ”D.” abran az

AF568 eredményei szerepel, ahol szépen latszddik is a homérséklet novekedésével az in-


https://www.picoquant.com/products/category/tcspc-and-time-tagging-modules/hydraharp-400-multichannel-picosecond-event-timer-tcspc-module

tenzitas mindkét forrd energiasavos elnyelés esetén. A ”B.” abran a Rh123 forré energi-
asavos elnyelése is lathato, illetve az, hogy az élettartam no a hémérséklet novekedésével

(ez egyenlére megvalaszolatlan).



3.3. Hasznalt eszkozok

A metodika kidolgozasahoz az OptoSplit II Bypass| optikai rendszert hasznaltuk, ami
lehetové teszi, hogy a beérkezo jelet adott hullamhosszon kettévélassza egy dikroikus
tiikorrel, majd a detektorba az emittalt fény tgy érkezett, hogy a kép egyik oldalan a
normal fluoreszcencidhoz tartozé jel volt lathaté, a masik oldalon pedig az anti-Stokesi
jel. Az OptoSplitbe helyezheto egy sztir6kocka, amelybe megfelelé dikroikus tiikrot, illetve

emisszios szliréket tudunk helyezni.

6. abra. Az OptoSplit beszerelve

Az els6 mérések soran az AF568 fluoreszcens festéket hasznaltuk, hiszen ennek mér

mutattak ki a forrdé energiasavos elnyelését. [9]
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https://www.manualslib.com/manual/1541984/Cairn-Optosplit-Ii-Bypass.html#manual

3.4. Kisérleti elrendezés

Az AF568 fluoreszcens festék forrd energiasdvos elnyelését az OptoSplit 11 Bypass rendszer
segitségével mértikk. Ez a rendszer lehetévé teszi, hogy két csatornan egyszerre tudjunk
leképezni. A bemend nyalab egy sziir6kockahoz ér, amely adott hullamhosszon kettéosztja
a nyalabot. Az osztott nyalabok utjaban lehet6ségiink van két-két emisszids sziirot elhe-
lyezni. Majd miutdan mindkét nyaldb athaladt a sztir6kon és visszaverddott a tiikrokrol,
a detektorba tgy érkeznek, hogy térben szét lesznek valasztva. A kettévalasztdas mértéke
allithato egy 7split” felirati csavarral, amelyet tekerve a képek éramutato jarasa szerint
elfordulnak. Tovabba a rendszeren talalhato egy csiuszka, amely vagy ”bypass” moddba,
vagy ”split” médba allithato. Bypass modban, csak az atmeno nyalab jut a kameraba, mig
a Split modban az atmend és a visszavert nyaldb is latszodik. Az OptoSplit aperturajat,
a mikroszkép feldli végén, két csuszkaval lehet allitani, az egyik vertikdlisan, a masik
horizontalisan sziikiti. Ha az apertira megfelel6 méretiire van beéllitva, akkor egy csavar
elforgatasaval le tudjuk zarni, igy nem mozdul el. Az apertira beéllitasa utan Osszerak-
juk a sztrékockat. A "reflected path” felirati magneses ajtét kinyitottuk és kivettiik a
kockat. Ebbe a szlirokockdba lehetoségiink van tetszoleges dikroikus tiikrot, illetve két
emisszids szlirot belerakni. A kalibracios kockaval tudjuk bekalibralni a rendszert, illetve
be tudjuk allitani a megfelel apertiraméretet (ez egy 50-50%-os tiikrot tartalmaz) vagy
hasznalhatjuk a polarizacios kockat, ha polarizacioban szeretnénk bontani. A sziir6kockat
visszahelyezziik a rendszerbe és visszarakjuk ra a magneses ajtot, ezutan tovabbi sziiroket
is tudunk mindkét nyalab dtjaba rakni. A magneszaras filtertartot kivessziik és bele tud-
juk helyezni a szamunkra kivant sziirot.

Mivel az OptoSplit-hez nem volt megfelelé dikroikus sziir6, ezért a Picoquant rend-
szerbol kellett a megfelel6 sziircket és dikroikus tiikrot kiszedni. Az OptoSplit egyik
kockajdbol kivettiik a T685LPXR (685nm-en vélaszto, long passﬂ) dikroikus osztét és
egy 719/ 6(ﬂ szirot. A Picoquant rendszerbdl kivettiink egy 560LP dikroikus sziir6t, egy
600/50 és egy 520/35-6s szlir6t és ezeket az OptoSplit kockdjaba helyeztitk. Az 560LP
lehet6vé tette, hogy a jelet 560nm-nél kettéosszuk és a hosszabb hulldmhosszt engedi at,
a 600/50-es szlir6 csak a normdl fluoreszcens jelet, mig a 520/35-6s az anti-Stokesi jelet
engedte at.(ldsd: [3]dbra) Magét az OptoSplitet egy Nikon Eclipse inverz mikroszkdpra he-
lyeztiik és egy Zyla sCMOS detektort| hasznaltunk. Az AF568-at 561 és 647nm-es 1ézerrel

gerjeszettik.

ong pass: hosszti hulldmhosszat enged 4t
2A 2 /y alak azt jelenti, hogy znm kézponti hullimhosszon, ynm sdvszélességgel enged 4t
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https://www.chroma.com/products/parts/t685lpxr
https://www.microscope.healthcare.nikon.com/products/inverted-microscopes/eclipse-ti2-series
https://andor.oxinst.com/products/scmos-camera-series/zyla-4-2-scmos

3.5. Stabilitas mérés (precizitas)
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[N
~
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és egy numerikus integréllal jellemeztem a
fluoreszcens jelet (részletesebben lasd:

alfejezet). Az eredményeket a m.ébra mu-
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fluoreszcens jel
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Ez azonban olyan eredmény, amire
nem szamitottunk. Azt vartuk, hogy
a festék adott homérsékleten stabil és 7. 4bra. Figevény alatti terilletek az idd
id6ben allando intenzitasu. Itt azonban az  fieevényében, mind 561nm-es gerjesztéssel. Az 7 A.”
latszédik, hogy idében exponencidlisan le- 4bran a 20°C-os, a ”B.” dbran szobahémérsékleten

cseng az intenzitds. Az is latszédik, hogy és a 7C.” abran 40°C-on. Itt a ”fluoreszcens jel”

- .. a kivagott fiiggvény alatti teriiletet jeleni. A mérés
nem csak a normal jel csokkent, hanem az vas ssveny .

. L . i soran az expoziciés id6 1s volt.
anti-Stokesi is. Erre tobb magyarazatot

adtunk. Eléfordulhat, hogy a térgylemez kozelében voltunk (mivel itt még mindig
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vékony festékoldatban vizsgalédtunk), és a festékmolekulak bleachelo"dtekﬂ A masik
magyarazatunk az volt, hogy szintén bleachel6dik, viszont lassan diffundél, ezért nem
poétldédnak elég gyorsan a festékmolekulak.

Hogy valaszt tudjunk adni arra, hogy miért tortént ez, elvégeztiink egy tijabb mérést.
Mivel a lassu diffuziét és bleachel6dést sejtettiik, igy a vékony festékoldat helyett vastag
mintaban végeztik el a kisérletet. Mivel azonban a vastag mintatartéora nem tudtuk
rahelyezni a Peltier elemet, nem tudtuk fliteni sem, tehat csak szobahémérsékleten néztik.

Ennek a mérésnek az eredményei azon-

1es 1e7 ban még érdekesebbek voltak. Az

w
=
[N}

latszodik, hogy az intenzitasban fellép egy-

w
-
o

fajta modulaci6. Radaadasul a normél és

jel

az anti-Stokesi modulécié ellentétes fazisu.

w
o
=

w

o

&
L

Ekkor meriilt fel, hogy mennyire stabil

w

o

[N}
L

egyaltalan az egész rendszer.

fluoreszcens
fluoreszcens jel

w
o
=1

Lo.a Tobb dologra is gondoltunk, ami

N

w

@
|

normal — anti-Stokes |4, okozhatta a modulaciot. Az egyik a

N
w
o

e TS fralione 200 20 30 légkondicionédld volt, hiszen az is, ahogy
tartja a homérsékletet kissé modulal, vi-
8. dbra. A fluoreszcens jel az id6 fiiggvényében. szont attol még a normdl jelnek nem kéne
modulalédnia és nem ellentétes fazisban az
anti-Stokesival. A mésik magyardzat maga a mikroszképframe lett volna, els6sorban
a targyasztal, amire a minta el van helyezve. Err6l ugyanis korabbi ellenorzésekbol
lattuk, hogy eléggé fel tud melegedni. A harmadik magyardzat az AOTF(acousto-
optic tunable filter[12]) lett volna. Felmeriilt ugyanis, hogy az AOTF-bél kiérkez& 1ézer
hulldamhosszaban van egy kis modulacié. Ez azonban még mindig nem magyarazta volna
a normal fluoreszcencia modulaciéjat.

Mindenesetre elvégeztiink egy mérést arra, hogy ezeket a felvetéseinket ki tudjuk
szirni. Ennél a mérésnél szintén allandd, szobahémeérsékleten tartottuk a mintat. Le-
ellendriztiik maganak a légkondicionalénak a befolyasat tigy, hogy 30p besugarzas alatt 5
percenként ki és bekapcsoltuk a légkondit. Az AOTF befolyasat ugy ellenériztiik le, hogy

15p besugarzas alatt véletlen idokozonként bekapcsoltuk a 1ézer shuttert.

3blechelddés: kiégés, a festékmolekula elvesziti a fluoreszcens tulajdonsigat.
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9. dbra. A légkondicionalés mérés 10. abra. A lézer shutteres mérés

[tt méar megsziint a modulacio, legalabbis azt allapithatjuk meg, hogy a légkondi nem
okozta a modulaciot. A 1ézer shutteres mérésnél azonban ismét elojon az exponencialis le-
csengés. A shutter kikapcsoldsa utan az latszédik, hogy az intenzitas felugrik valamekkora

értékre, majd onnan exponencialisan lecseng és bedall egy konstans értékre.
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11. 4bra. A fluoreszcens jel az id6 fiiggvényében. Az
7A.” dbran az AF568, a ”B.” dbran a Rh101 ésa”C.”
abran a Rh123. Itt a fluoreszcens jel egy numerikus
integralt jelent, amit a korbevagott képek alapjan és

a detektorban mért intenzitas alapjan szamoltam.

15

A felvetések kisziirése érdekében végez-
tiink még egy mérést, hogy megtudjuk,
hogy mi volt az exponencialis lecsengés
oka. Most csak szobahOmérsékleten, vas-
tag festékoldatban és mélyen a mintaba
fokuszalva mértiik a festékoldatot. Az ere-
dei célunk az, hogy sejtekben tudjuk a mi-
tokondrium homérsékletét mérni. Ehhez
az kell, hogy taldljunk olyan festékeket,
amik tudjak a hot-band fluoreszcenciat és
képesek festeni a mitokondriumot. fgy
kigytjtottiink tobb festéket és megnéztiik
azok anti-Stokes, illetve hot-band tulaj-
donsigat. Ezt a mérést Nagy Eszter PhD
hallgato iranyitasaval végeztem, viszont a
kiértékelés az én feladatom volt. Ezek
alapjan dontottiink gy, hogy nem csak az
AF568-at, hanem a Rh101-et és a Rh123-
at is megnézziik azért, mert ezek mutattdk
a hot-bandet.

A mérés soran 4 percig besugaroztunk,
majd 1 percre becsuktuk a lézer shuttert,
majd ismét 4 perc besugarzas, 1 perc shut-
ter és végil 5 perc besugarzas. Mindez
szobahdémérsékleten. Itt mar javitottam a
kiértékelo algoritmuson és a fiiggvény alatti
teriilet helyett mar a teljes kép alatti nu-
merikus integralt szamoltam. fgy jobban

kozelithetjik az intenzitést.



3.6. Homéréskletfiiggés

A legels6 mérés soran az AF568 hot-band tulajdonsagat akartuk kisérletileg igazolni, ami
mar ki lett mutatva. A mérés soran az AF568-bdl vettiink vékony festékréteget, amit
egy Peltier elemre helyeztiink, igy tudtuk a homérsékletét beallitani. Két 1ézerrel ger-
jesztettiik: 561nm és 647nm. A felvett prébaképeken az latszédott, hogy a normél fluor-
eszencia csatorndja tultelitette a detektort, ezért behelyeztiink egy ND10 és egy ND25-0s
szir6t, ami tizedeli, illetve negyedeli a jel intenzitasat.

A mérés soran T' = 15°C-t6l T' = 50°C-ig felftitottiik 5°C-os 1épéskozzel, majd visszahitit-
ottik T' = 15°C-ig ugyanigy. Minden hémérsékleten felvettiink egy felvételt az 561nm-es
és a 647Tnm-es gerjesztéssel is. 561nm-en 40 és 60ms-os expoziciés id6t hasznaltunk, azon-
ban 20°C-on 60ms-on méar tultelitett volt a detektor és csak 40ms-al folytattuk. 647nm-
es gerjesztés esetén 500ms-os expozicids idot hasznaltunk. Az 561nm-es lézer esetén az
AOTF 50%-o0s volt, a 647nm-nél 100%. Minden hémérsékleten egy pillanatképet vettiink

fel és az alapjan értékeltiik ki a mérést.

12. 4abra. Nyers kép T = 50°C-on, 13. abra. Nagyobb kontraszt, a maximu-
561nm-es gerjesztéssel (hamis szinezéssel) mok jelolve (hamis szinezéssel)

A [12]4brén 14thaté a nyers kép, ahol az alacsony kontraszt miatt csak a normél fluo-
reszeens jel 1latszodik, ezért a[l3]dbra mutatja, hogy valéban két jelrdl beszéliink. A felvétel
egy tif formatumu fajlba lett elmentve és egy Python kdéddal értékeltem ki a kévetkezo
modon. Lokélis maximumkereséssel megtaldltam a két foltot, majd korbevagtam egy
100 x 100 pixeles képpé. Az eredeti kiértékelés soran két modszerrel probalkoztunk, az
egyiknél egy 2D-s Gauss-gorbét illesztettiink a foltra és az az alatti teriiletet szamoltuk,

a masik modszernél egyszeriien a nyers képre vett numerikus integralt vettiik. Erre egy
példa lathato a|14labran.
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Anti-Stokes jel Normal fluoreszcens jel
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14. abra. Kiértékelt képek T = 50°C-on. Az "A.” &dbrén az anti-Stokesi jel lathaté a korbevagds utén,
mellette egy szinskdla ami a fotonszamot mutatja. A "B.” dbrdan a normadl fluoreszcens jel, szintén a
kivagas utan szinskaldaval. A kiértékelések a ”C.” és ”D.” dbran lathatdk, rajtuk az illesztett 2D-s Gauss
gorbe, a nyers jel és a hattérzaj.
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fgy a jelet egy numerikus integrallal jellemeztiik. Ahhoz, hogy a koncentraciotél
fiiggetlen legyen a mérési eredmény, a hot-band és a normal fluoreszcens jel ardnyat vettiik
a hémérséklet fliggvényében. Az dltalunk hasznalt metodika azért is lett volna mas, mint
a tobbi, mivel fiiggetlen a koncentraciotél, ugyanis jelek aranyat nézziik. fgy kaptuk a
15l 4brat.
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0.009

0.008

0.007 H

Jelek aranya

0.006

0.005

0.004

0.003

T T
15 20 25 30 35 40 45 50
Hémérséklet (°C)

15. abra. Jel ardny a homérséklet fiiggvényében. Az dbran a kis nyilak a hémérséklet névekedését és
csOkkenését jelentik

A normal fluoreszcens jeltol nem varjuk, hogy az intenzitasa fiiggjon a hémérséklettol,
csak a hot-bandnél. Ezért a grafikontdl azt varnank, hogy a jelek ardanya a hémérséklet
véltozasaval (kis skalan) linedrisan né. Mivel a célunk az, hogy az 20 és 50°C-os hémérsék-
leteket meg tudjuk kiilonboztetni a hot-band alapjan. Ha erre az adatsokasagra egyenest
illesztiink, akkor a meredekséggel tudjuk jellemezni a festék hot-bandjét, azaz megadjuk,
hogy egységnyi homérsékletvaltozas mekkora jel arany kiilonbségnek felel meg. Az egye-
nest megillesztettem és a meredekség m = 0,0001946-ra addodott, azaz ezzel a kiértékelési
mébdszerrel egységnyi homérsékletkiilonbség 0,0001946 jel aranynak feleltetheté meg. FEz

alapjan az AF568-nal kimutathaté a forrd energiasavos elnyelés.
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4. Konkluzido

A kutatécsoportnal végzett munkalataim sordan megismerkedtem a fluoreszcens mikrosz-
képiaval és megvizsgaltuk kiilonbozé fluoreszcens festékek stabilitasat és homérsékletfiig-
gését. A jel modulacidéjara nem tudtunk magyarazatot adni. Az AF568-nal megallapitottuk
a hot-band anti-Stokes tulajdonsigot. A lokalis homérsékletmérésre sikeriilt egy meto-
dikat kidolgozni, amihez felhasznaltuk az OptoSplit II optikai rendszert.

Az irodalmi kutatdsaim utan megallapitottuk, hogy érdemesebb lenne a Rh123-al
foglalkozni, megnézni annak a forré energiasavos elnyelését és hogy hogyan lehetne fel-
hasznalni lokalis homérséklet mérésére. A tovabbiakban szeretnénk majd azt is elérni,
hogy az OptoSplit segitségével kapott két képet egymasra tudjuk majd regisztalni, hogy
egy sejten beliil a kiillonb6z6é homérsékleti teriiletek vizualisan is megkiilonboztethetok
legyenek.

A precizitassal kapcsolatos mérési tapasztalataink alapjan ismét el fogunk végezni egy

mérést az AF568 homérsékletfliggésére.
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5. Koszonetnyilvanitas

Ez tton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Erdélyi Miklosnak aki
hozzajarult tanulményi és szellemi fejlédésemhez és szakmai tanacsaival hozzajarult a
kutatasaimhoz. Koszonom tovabba Nagy Eszter és Novak Tibor PhD hallgatoknak,
hogy a laborban valé munkalataim soran segitettek és a sokéves tapasztalataikat atadtak.
Koszonom tovabbd Gajdos Tamas volt PhD hallgaténak, akinek az eredményeire ala-
pultak az én munkalataim és hogy megosztotta velem a sajat tapasztalatait a mérései

kapcsan.
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6. Nyilatkozat

Alulirott Sashalmi Baldzs Fizika BSc hallgaté (Neptun kéd: Z27ZG94) a ” Fluoreszcens
festékek "hot-band” anti-Stokes fluoreszencidjanak vizsgalata az OptoSplit optikai rend-
szerrel” c¢im TDK dolgozat szerzoje fegyelmi felelésségem tudatdban kijelentem, hogy
dolgozatom onall6 munkam eredménye, sajat szellemi termékem, abban a hivatkozasok és
idézések altalanos szabdlyait kovetkezetesen alkalmaztam, masok altal irt részeket meg-

felel6 idézés nélkill nem haszndaltam fel.

Szeged, 2022. oktéber

Sashalmi Balazs
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