Biomolekularis rendszerek
vizsgalata

Osvath Szabolcs

Semmelweis Egyetem

Hans Jansen és Zacharias Jansen
1590-ben osszetett mikroszkopot épit

A mikroszkopok legfontosabb tipusai

- optikai mikroszkdpok
(Optical Microscope)

- elektron mikroszképok
(Electron Microscope)

- pasztazo mikroszkopok
(Scanning Probe Microscope)

Antoni van Leeuwenhoek (Thonis Philipszoon) 1632-1723
1674-ben egyszeri mikroszkopot készit
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“Végtelenre korrigalt” optika

Osszetett mikroszkop optikai utja
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Mikroszkop objektivek felépitése

LWD Plan Infinity-Corrected Apochromat Cbjective

RMS Thread —
(20.32 mm)

Manufacturer

Objective
Specifications

Magnification il Internal Lens
Color Code
\ /
Front Lens Hemispherical

Assembly Front Lens
Housing

Szinkorrekcio

Plankorrekcio

Common Objective Optical Correction Factors
10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat

Objective Correction for Field Curvature
Achromat Plan Achromat

Front Lens

Fényvisszaverodés a felszineken

n =15 Multiple
glass Reflections
Reflection per Decrease
Surface = 4% Image Contrast
100% % 52%
: 94.8%
My1ass™ 1.8 B85%
Reflection per
Surface = 8%
100% 26%

== Uncoated
== Single Layer
== Multiple Layer




Numerikus apertira

L
-

Point Spread Function (PSF)

A numerikus apertiara hatasa a PSF-re

A PSF a mikroszkop atviteli fliggvénye.

A (fluoreszcens) targy egy pontjanak képe, nem egy pont,
hanem adott intenzitaseloszlasu folt. Ez a tulajdonsag a fény
hullamtermészetének a kovetkezménye.

Az objektiv segitségével egy térrészbe lehet a fényt fékuszalni,
nem egy pontba.
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A fény hullamtermészetének hatasa a képre
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A fény hullamtermészetének hatasa a képre

optikai 2 Airy korongok

racs

dsina=k-A

optikai racs,

mint targy \

Abbe elv

Abbe 0sszefiiggés

A mikroszkopban akkor és csak akkor tudunk feloldani két
targypontot, ha az elhajlott fényhullambol a fémaximumon kiviil
legalabb az els6 rendben elhajlott fény is részt vesz a

képalkotasban.

6=0,61"-A/(n-sin®)
Hallgatdlagos feltevések:
- a minta kilénb6z6 részeirdl egyszerre alkotunk képet

- a minta részleteit ugy kulonbdoztetjik meg, hogy a réluk jévé
fény a létrejové képben megkullonboztethetd képfoltokat ad.

Ernst Karl Abbe (1840-1905)

Fizikus és tarsadalomreformer

Az optikai eszkdzOk gyartasat
tudomanyos alapokra helyezte.




Objektivek numerikus aperturaja

Plan Plan Plan

Magnification Achromat Fluorite Apochromat
(NA) (NA) (NA)
0.5x 0.025 nla nia
1x 0.04 nla nia
2x 0.06 nia 0.10
4x 0.10 0.13 0.20
10x 0.25 0.30 045
20x 0.40 0.50 0.75
40x 0.65 0.75 0.95
40x (oil) n/a 1.30 1.00
60x 0.75 0.85 0.95
60x (oil) nia nla 140
100x (oil) 1.25 1.30 140
150x n/a nla 0.90

A konfokalis fluoreszcencia mikroszkop miikodése

fényforras

kicsi nyilas

fokuszsik

I
detektor \/\J

kicsi nyilas

Fluoreszcencia mikroszkop

AN

detektalas Stokes eltolédas

oldali
— szinszliré
D

gerjesztés oldali
szinszlird

Intenzitas

Fluoreszcencia

. Hullamhossz
fluoreszcecns minta

Epifluoreszcens és konfokalis mikroszkép
osszehasonlitasa

epifluoreszcens

konfokalis

[d] -

human medulla nyul izom pollen




Térbeli szeletelés

Konfokalis mikroszkop

Pollen Grain Serial Optical Sections by Confocal Microscopy

Tubulin mikrotubulusok
rekombinans tubulint kifejez6
sejtekben.

Konfokalis mikroszkop

A kétfotonos mikroszkop miikodési elve

Dendritikus sejt pollen
szemcséket takarit el.
Konfokalis mikroszkopi
technikaval készitett 3D keép.
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Elolények fluoreszcencia mikroszkopos

Kétfotonos mikroszkopia . . -
tanulmanyozasa, nanosebészet

Z06ld fluoreszcens fehérjét
(GFP) kifejez6 transzgenikus
egerek vizualis kortexének
kétfotonos mikroszképpal
készllt képe.

Caenorhabditis elegans 302 neuronja kézul
egyetlen idegsejt axonjanak atvagasa

Egyedi sejtek fluoreszcencia mikroszkopos

. . . FRET (Forster Resonance Energy Transfer)
tanulmanyozasa, nanosebészet

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram

AbEg“,T?,'{.,n Coupled Transitions .
(Exchaton) Az energiatranszfer
Donor d E $ hatasfoka:
Fluorescence
Emission 4 Donor §
Res;nce L] E“"Q’ i 6 6 6
Energy O—I\Q“an > Acceptor E= RO /(RO tr )
Transter
S ized
o v foonatn
Noanoﬂgﬁuve I ; ,
Energy Transfer |j Ahol RO a feStekparra
- e
Non-Radiative s § je"em26 é”andé, ra
Acceptor 50 0 — ., ST
0 UM Excitation - festékek kozotti
2L pm e Acceﬁfﬂor , N
Reloien Excited State Exclen tavolsag.
A Transitions Transitions

Egyetlen mitokondrium elpusztitasa élé
szarvasmarha epithelialis sejtben



Fluoreszcens indikatorok

-f|'i*||;_{ j“L ﬁ loncsatorna miikodése
S g a helyi ionkoncentracio
mérése alapjan
~t
J: AFRET
-’?_I'?-lhalf‘: ’l“l lonkoncentracio és
a7 konformacids valtozasok

egyuttes mérése

FRET alkalmazasok: tavolsagmérés

A AFRET

=1'ﬁ Molekulan belili
konformacids valtozasok
R ,—")".lx Be,
pr A f—— -_t
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S 1 | s s s . ey e

ol Asszociacio és disszociacio

Az idealis fluorofor

Fluoreszcens kvantumpottyok

- kicsi
- hidrofil
- a lathat6 tartomanyban nyel el és emittal
- nagy Stokes eltolédas
- specifikus kétédés
(biotin/avidin, His-tag/Ni, antitest/antigén, NH2, SH)
- fényes (abszorpcié*fluoreszcencia hatasfok)
- nem, vagy lassan ég ki
- nem csinal fotokémiai reakciokat
- nem pislog

www.probes.com (Invitrogen)

(a) CdSe-bdl ZnS boritassal készilt
kvantumpottydk
fluoreszcenciamikroszkopos képe

A kvantumpottyok meérete
hatarozza meg az emittalt
fluoreszcencia szinét.

(b) tiz eltéré méretd, ezért elérd
szinben fluoreszkalé CdSe/ZnS
kvantumpotty




Fluoreszcens kvantumpottyokkel jelolt rakos daganatok

&

R C— - - D O G Gy D ,-x By e

\Wﬂ“

QD-targeting probe
u# bioconjugate ‘
& ¥ (§PEG, Y Antibody) a

GFP (Green Fluorescent Protein)

2008. évi kémiai Nobel dij

Osamu Shimomura — a '60 as években
izolalta és elkezdte tanulmanyozni

Douglas Prasher — 1992-ben klonozta és ‘ s N
szekvendlta a génjét N <P

Martin Chalfie — 1994-ben génkifejez6dés
indikatoraként hasznalta

Roger Y. Tsien — 1995-ben elallitott az
elsé javitott valtozatot

Fluoreszcens fehérjék

th N‘i?
it

Aequorea victoria Acropora millepora
(meduza) (korall)

A fluoreszcens fehérjék sokfélesége

A képet teljes egészében
fluoreszcens fehérjéket
kifejez6 baktériumokkal
festették.




Fluoreszcens jel6l6 modszerek parhuzamos alkalmazasa

Egyedi molekulak vizsgalata

Excitation (nm): 800 (2 photon) ane e sea 6ar
Emission (nm): 410420 800-530 885568 880620 #0880

Ot killénb6z6 modszerrel
megfestett HeLa sejtek.

Avonal 20 ym hosszu.

“Plenty of Room at the Bottom”

" The principles of physics, as far as | can see, do not speak
against the possibility of maneuvering things atom by atom. It
is not an attempt to violate any laws; it is something, in
principle, that can be done; but in practice, it has not been
done because we are too big."

Richard Feynman, 1959

Hullam-részecske kettosség

Hullam-részecske kettosség

Louis De Broglie: A=h/p

fluorofullerén CyiF tetrafenilporfirin C,,HyN,
1632 Da
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Grafitrol késziilt Pasztazo Alagutmikroszkopi
(Scanning Tunneling Microscope, STM) kép




Egyedi Alexa molekulak kvarc felszinen

128

Time [cycles]

160

192

o 32 64 o 32 &4

© [27/64] @ [21/64]
N R

m4 5000 photons
Intensity [counts/bin] collected in total
from a single dye

Egyedi F1 motor (ATP szintaz) forgé mozgasa

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

Revelutions
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Autokorrelacios fiiggvény
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7, - a karakterisztikus ideje annak, hogy egy molekula
atdiffundaljon a fokusztérfogaton

v - a PSF alaki tényezéje

N — a fékusztérfogatban lévé atlagos molekulaszam

100



Mikor mit hatarozzunk meg

Ligandumkotédés
kis jelolt ligandum+nagy fehérje diffuziés allandé

Aggregacio
jelolt fehérjék dimerei fényesség

Koncentracio
pl. nagy aggregatumok szamanak megallapitasa az oldatban
tobb komponens illesztése, PCH és autokorrelacio

Reakcidsebesség autokorrelacio illesztése modellel

Diffazio a sejt belsejében vagy membranban
autokorrelacié a megfelel6 modellel illesztve

Szuperrezolucios mikroszkop

A szuperrezolucios mikroszkoépi technikak kidolgozasaért
2014-ben kémiai Nobel dijat kaptak:

* Eric Betzig
» Stefan W. Hell
* William E. Moerner

Abbe elv

A mikroszkdpban akkor és csak akkor tudunk feloldani két
targypontot, ha az elhajlott fényhullambol a fémaximumon kivl
legalabb az els6 rendben elhajlott fény is részt vesz a
képalkotasban.

6=10,61"-L/(n"- sinw)

Hallgatélagos feltevések: a minta kiilénbdz6 részeirdl egyszerre
alkotunk képet; a minta részleteit ugy kulonbdztetjik meg, hogy
a roluk jovo fény a létrejové képben megkllonboztethetd
képpontokat (foltokat) ad.

Abbe elv a minta térbeli frekvenciai szempontjabol

A képben Iévé térbeli frekvenciakbdl a mikroszkop objektiv csak
egy szlik tartomanyt enged at, ami korlatozza a térbeli feloldast.




Strukturalt megvilagitasos mikroszkop

Strukturalt megvilagitasos mikroszkop

Hagyomanyos (bal) és
strukturalt megvilagitasos
mikroszkopi kép (jobb)
idegsejtekrél.

STimulated Emission Depletion (STED) mikroszkop

STimulated Emission Depletion (STED) mikroszkop

Szinaptolizin szervez&dése
az ujra-hasznositott
szinaptikus vezikulakban.

Stefan Hell Gttoré munkaja nyoman
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Ar ~ A I . ahasznalt maximalis STED intenzitas
\/1 + gz /1 I_a STED telitési intenzitasa



Lokalizacio Lokalizacio és kolokalizacio

Single-Molecule Localization Procedure ¥
i PSF . . . s
Point.Spread ‘ﬁg*u Gaussian - _ “’n A PSF illesztése alapjan

(€) Pixe
Data -'Ji\:\\ . & nm pontossaggal tudjuk
megallapitani a jeldlt
X makromolekula helyét.

Localized .

Sauslzeg d Két kiilénbézé szin(i
17 * kromofér helyének
: megallapitasa.
X A kolokalizacié nem feltétlen
jelent kdlcsdnhatast.
Photo-Activated Localization Microscopy (PALM) Photo-Activated Localization Microscopy (PALM)

Eric Betzig és Harald Hess CD63, lizoszoma transzmembran fehérje

taldlmanya nyoman

1.0 um

0.2 um




Interferometric Photo-Activated Localization
Microscopy (iPALM)
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Interferometric Photo-Activated Localization
Microscopy (iPALM)

Axonok citoszkeletalis szerkezete

Mikrotubulus szerkezete PtK1 sejtekben,
amelyek human tubulinhoz fuzionalt
m-KikGR fluorofért fejeznek ki.
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Szuperrezolucios technikak dsszehasonlitasa

PALM/STORM
670 520

CLSM STED  CW-STED 3D-SIM
~hem [nm] 460-670 670 520 620 520 460

z (PSF)

(PSF, reconstructed)

)
V ‘ : (Localization precision)

100 nm Y
0 o0 nm
'~D)(Y [nm] 180-250 60 70 130 110 100 30
~D, [nm] 500-700 700 560 340 280 250 140 (TIRF-range)

~V,,, [110% ym?] 10-23 13 15 3.0 1.8 13 0.1




Pasztazo tiiszondas mikroszkopok

(Scanning Probe Microscopy — SPM)

A mikroszkopok olyan csaladja, amely a minta felszinének
domborzati képét hozza létre. Egy hegyes tlvel pasztazzunk a
felszint és a hegy-minta kdlcsdnhatast mérjik.

STM feltalaloi (1981): Heinrich Rohrer and Gerd Binnig 1986-
ban Nobel dijat nvertek ezért a munkaiukért

J

obeWeowme

STM SNOM AFM

Atomer6 mikroszkop (Atomic Force Microscopy - AFM)

A tu és a minta kozotti ero

AFM: a mért kdlcsdnhatas a hegy
és minta kozotti erd

ézer -
lencse %
kvadrans dioda
I
pasztazo ti

piezoelekir.
asztal

minta

A tl jellemzéi:
- tipikusan 100 ym hosszu, 1ym vastag, V alaku
- kis rugéallando

- hagy rezonanciafrekvencia
- szilicium (-oxid, -nitrid)

Eré

|

Tavolsag

]

vonzas

Contact Mode AFM

A tl és a minta allandé kontaktusban vannak.

A taszité tartomanyban dolgozik.

Allandénak tartja az erét: kdveti a felszin hullamzasat.

A mérérugo fuggbleges deformacidjat detektaljuk.

Lokalis er6 spektroszkoépia: a felllet egy adott pontjaban az
er6é/elmozdulas fiiggvény.

Tapping Mode AFM

A t0 20-100 nm amplitudoju rezgéseket végez, minden
rezgésnél érinti a fellletet.

Arezgési amplitudo és fazis valtozik ahogy a felszinen a
kiemelkedések és mélyedések vannak.




Elonyok és hatranyok

Contact Mode AFM

El6ny: Hatrany:

gyors pasztazas a vizszintes erék torzitjak a képet
atomi felbontas torzitas a minta fellletén lévé viz miatt
érdes fellletekre jo a lagy biologiai mintakat megkarcolja

Tapping Mode AFM

El6ny: Hatrany:
nagyobb lateralis felbontas (1 — 5nm) lassabb pasztazas

kevésbé teszi tonkre a lagy mintakat

Extra-cellularis konnexon AFM képe

Kalcium-indukalt konformacio
valtozas az extra-cellularis
konnexon felszinben.

Avonal 23 nm hosszu.

Biologiai mintakrol késziilt AFM képek

H6sokk fehérjék Voros vérsejtek

Az elektron mint hullam

Louis de Broglie:
A=h/p

A az elektron hulldmhossza
h a Planck allando
p az elektron impulzusa

Louis-Victor-Pierre-Raymond,
de Broglie hetedik hercege




Transzmisszios elektronmikroszkop Amiloid szalak transzmisszios elektronmikroszkopi képe

___-Highvoltage Ruska 1933-ban éplt
elektronmikroszkoépja

Electron gun
Koleszterin kotédése
amiloid fibrillumokhoz.

~__— Firstcondenser lens

———— Condenser aperture

~___ Secondcondenser lens
__Condenseraperture

. Specimen holderand air-lock

— Objective lenses and aperture

———— Electronbeam

=) < Fluorescent screen and camera

Ernst August Friedrich Ruska és Max Knoll készitették az elsé
elektronmikroszképot 1931-ben. Ruska 1986-ban Nobel dijat
kapott az elektronoptika fejlesztése terén elért eredményeiért.

SEM SEM

Electron gun —

First condensor lens ——j E g E

Second condensor lens —}

i— Electron beam

— X-ray detector

D ion coils IS “ n
Objective lens
Mﬂ
Backscatter

electron detector =
Sample —4‘\
‘ Secondary

Vacuum pump electron detector




ESEM

Pollen pasztazo elektronmikroszkopos képe

p > 609 Pa

p-L=1Pam n«va ,
1EILEIVDa r1
elény: 5
v s .

- hidratalt minta s
ogen

- nem csak vezeté minta oo
- a gaz mint detektor

hatrany:

- a mintatér magassaga:
téredék mm < 10 mm

- limitalt képtertlet

Vérsejtek pasztazo elektronmikroszkopos képe

Optikai- és elektronmikroszkop osszehasonlitasa

- kis mélységélesség + nagy mélységélesség
- alacsony felbontas + nagy felbontas
+ €16 minta, életfolyamatok - fixalt, festett minta

+ légkodri nyomason - vakuumban




