Nagyfelbontasu mikroszkopos modszerek
Egymolekula biofizika
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Semmelweis Egyetem
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A fénymikroszkop feloldOképességét a
hullamtulajdonsag korlatozza
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Elektron nyaldb

F=elektronra hato eré; e=elektron téltése;
B=magneses térers; V, =elektron sebessége; a=optikai
tengely és a magneses tér iranya dltal bezart szog

A="de Broglie” hullimhossz
a=optikai tengely és a magneses tér

A delegkisebb feloldote tivolsig
O irinya dltal bezre szog

de Broglie hullimhosz alapjan elméleti d~ 0,005 nm (=5 pm)



Kémiai Nobel-dij 2017: Krioelektron mikroszkoépia

Krio-EM felvétel és
képrekonstrukcio

Véletlenszerten orientalt
molekulék projekcioi az EM
felvételeken

Krio-EM

Els6 krioslektron mikroszkopos felvétel
Virusokrol (Dubochet, 1984)
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STED mikroszkopia

(STimulated Emission Depletion)
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Programozhaté SLM (Spatial Light « ”
, Easy 3D STED’
Probléma: Modulator) Y Aberréci6 korrekcio
a fluorforra es6
intenzitas hatalmas
(~MW/cm?2) confocal XZ-slice 3D-STED XZ-slice

2-colour volume imaging with 3D-superresolution enabled by easy3D + RESCue

(Abberior Instruments)
Nephrin (v6rés), Podocin (z6ld) (Abberior Instruments)

Multifoton mikroszképia Miozin Il optofarmakologiai manipulalasa

*Két (vagy tobb) foton energidja &sszeadddik a gerjesztéskor 2P mikroszképaval: femtoliteres Blebbistatin:

*Gerjesztés (kdvetkezésképp emisszio) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas) térfogatban fotokémiai reakciot « Miozin Il spec.fkus inhibitor (ADP-P;
*Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullimhosszd, rovid (fs) fényimpulzusokkal indithatunk allapotban stabilizal)

*Nagy hullimhossz miatt mély optikai behatolds (akar 2 mm) * Excitacio-kontrakciot szétkapcsolja
*Lokalisan aktivalt fotokémiai reakciok lehetdsége * Azidalt formaja fényaktivalhato, a

szabad forma fluoreszkal
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Novekvé
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felhalmozodo
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Szaba
blebbistatin

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

‘Molekulrs tetordls:
térben lokalizdlt médon fotoaktivalt
azido-blebbistatin (HeLa sejtben)

Egyfoton Kétfoton

fluoreszcencia fluoreszcencia Z6ld: proximlis vesetubulusok; Vérés: albumin (plazma)

2P besugarzis

Képird et al. Chem. Biol. 22, 548, 2015



Pasztaz6 tiszondas mikroszkopia (SPM)
Atomi erémikroszkop (AFM)

A nanotudomanyok “alommdszerei”

Oxigén atomok rhodium
egykristaly felletén

Richard P. Feynman:
“There is plenty of room at the bottom”
1959. december 29.

Wl (Nobel-dij
4l 1986)

a "nanovilag" Iéptéke:
1 nanométer

Heinrich Rohrer

Gerd Binnig
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AFM Rugolapkak és tiik

Az AFM kép térbeli feloldoképességét a tl gorblleti sugara hatarozza meg

Molekulak - miért egyenként?

I. Egyéneket (tér- és iddbeli tajektoridk)
azonosithatunk sokasagban

Sokasag - mikrotubularis  Egyedi mikrotubulusok
rendszer - treadmilling

3. Parhuzamos Utvonalakon zajlé
folyamatokat azonosithatunk
Kigombolyodott allapot

Konformacios

allapot

2. Sztochasztikus folyamatokat ismerhetiink meg
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Atomok, molekulak, komplexek AFM képe

Amiloid fibrillumok névekedése
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Virus DNS kilokddése
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A polimerlanc egyensulyi alakja és
rugalmassaga 6sszefligg
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Egyedi molekulak manipulalasa
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Kalbnleges mikroszkop alkalmazas:
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Biomolekula manipulalas fénnyel

MOLEKULA - FOGANTYU GEOMETRIA

“Tractor beamn”, Star Trek

Aktin
E. coli baktériumseijt filamentum

mikrogyéngy ~ 1 pm

4 molekula~10 nm

dsDNS mechanikai tulnyujtasa

80
Lézercsipesz o ' J
Lézernyalab ; - o = ——
Mikroszkop O 60 Szerkezeti tiinylas
. _ L rmmm—
~dsDNS =z
8404 4 Entalpikus tartomany
Latex ° e, 4 (Nydjtasi modulus, Ko)
La’@x mikro- _, @/ mozgathato 20+ :
gyongy 3 mikropipetta l'/Emmpwsmnomany
# [ (Perzisztenciahossz, LF)
Lézernyaléb 0 r“——-"/ Kontdrhossz (Lc)
T T T T 1
o] dsDNS nyujtasa 0.0 5 v toamviild ) 15 2.0
: f egnyalas (um
Mikropipetta Molekula Lézercsipesz gnydiés (u

Két lézersugaras optikai csipesz berendezés

Erokalibracio
® Fényimpulzus-valtozas kdzvetlen megmérése

e |smert er6vel vald kalibralas (Stokes erd)
® Ekviparticio tétele

Lézercsipesz



Titin: rugalmas molekularis “gyéngyfizér”
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Megnyulas

Titinmolekula nanomechanikaja
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Erévalasz Erévezérelt szerkezetvaltozasok:
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A domének egymds utan, a mechanikai
stabilitdsuk névekvé sorrendjében
tekerednek ki.

Rekombinans titin fragmentum
(Titin 155-62) nanomechanikaja
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A titin doméneket parhuzamosan
csatolt H-hidak stabilizaljak

Makroszkopikus mechanikai stabilitas

Effektiv ragasztbanyag a parhuzamos csatolas elvén

2 ,'.- s v 3l 58
e ) S M LA
Mesterséges gecko talp
Nanotechnologiaval készitve

4 Gecko talp felleti tapadasa:
Parhuzamosan csatolt Van
der Waals kotések a serték
és a felllet kdzott

A mechanikai stabilitas biologiai logikaja
Szerkezetet dsszetartd H-hidak parhuzamos csatolasa Nagy kitereredési eré
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