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Egymolekula biofizika
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A fenymikroszkop feloldokepessegét a
hullamtulajdonsag korlatozza

Diffrakciolimitalt képalkotas: feltétele legalabb az elsé
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Rayleigh feltétel

Legkisebb feloldott
tavolsag (Abbe-keplet):
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A = hullimhossz

n = kozeg torésmutatoja

X = optikai tengely és legszélsé
nyalab altal bezart szog
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Diffrakcid miatt: pontszeri
targy képe elhajlasi korong
(Airy disk)




Elektronmikroszkop
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Transmisszios elektronmikroszkop (TEM) de Broglie hullamhosz alapjan elméleti d~ 0,005 nm (=5 pm)



Kémiai Nobel-dij 2017: Krioelektron mikroszkopia

i !
Jacques Dubochet, Joachim Frank, Richard Henderson

Mintapreparalas

1. Minta-

felvitel Vizben szuszpendalt

minta felvitele
fémhaldra (grid)

| &8s
L€ m
2. Gyors-
fagyasztas
- —
( > >1
\\ ,/

3. Minta
a griden

Amorf jegben
befagyott molekulak

Fémhalo

Krio-EM felvétel és
képrekonstrukcio
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Krio-EM felvételeken

Hasonlosag alapjan
csoportositas,
nagyfelbontasu 2D kép .

szerkesztése S— =
L

- v -
Hl\l N M
|

A kllénboz6
projekciokbdl 3D
kép szerkesztése

T7 bakteriofag
szerkezeti modellie

Felbontéas
2013 el6tt

Elsé krioelektron mikroszk(’)pos. felvétel
virusokrol (Dubochet, 1984)

Atomi
felbontas

Jelenlegi
felbontas



Szuperfelbontasu mikroszkopia

William E.
Moerner

Stefan
Hell

Kémiai Nobel-dij, 2014
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STORM (“stochastic optical reconstruction microscopy”); PALM (“photoactivated lolacalization microscopy”)
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STED mikroszkopia
(STimulated Emission Depletion)
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STED mikroszkopia

Jakub Chojnacki




RESCue STED

Probléma:

a fluorforra esd
intenzitas hatalmas
(~MW/cm2)

Laser beam duty cycles intelligently
adapt to sample structure

(Abberior Instruments)



3D STED

Vortax Phase ring

| | Single beam To SCae .
n + — % qmlcroscop:e

STED laser Y Som
shaper | shaper 2
Programozhat6 SLM (Spatial Light ._
“Easy 3D STED” -
Modulator) y Aberracié korrekcio

confocal XZ-slice 3D-STED XZ-slice

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

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



Multifoton mikroszkopia

eKét (vagy tobb) foton energidja o0sszeadodik a gerjesztéskor

*Gerjesztes (kovetkezeéskepp emisszio) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
*Gerjesztes nagy (kozeli IR) hullamhosszu, rovid (fs) fényimpulzusokkal

*Nagy hullamhossz miatt mely optikai behatolas (akar 2 mm)

eLokalisan aktivalt fotokémiai reakcidk lehetOsége
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Molekuldris tetovalas:
térben lokalizalt moédon fotoaktivalt

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia Zold: proximalis vesetubulusok; Véros: albumin (plazma) azido-blebbistatin (HeLa sejtben)



Miozin Il optofarmakologiai manipulalasa

2P mikroszkopaval: femtoliteres
terfogatban fotokemiai reakciot

indithatunk
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Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

0
o Iy Blebbistatin:
\©£ ,I> * Miozin |l specifikus inhibitor (ADP-P;
N

"\ allapotban stabilizal)
(’ « Excitacio-kontrakciot szétkapcsolja
o

.~ * Azidalt formaja fényaktivalhato, a
szabad forma fluoreszkal

2P besugarzas hatasara a miozin ll-fliggd blebképzodeés leall

bleb (“buborék”)

Novekvo
fluoreszcencia:
felhalmozodo
szabad
blebbistatin

M2 sejt

2P besugarzas

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



Pasztazo tuszondas mikroszkopia (SPM)
Atomi eromikroszkop (AFM)

A nanotudomanyok “alommuszerei”

Oxigén atomok rhodium
egykristaly feltletén

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

= R (Nobel-dij
B ol 1986)

a 'nanovilag’ léptéke:
1 nanométer

Gerd Binnig Heinrich Rohrer



Az atomi eromikroszkop (AFM)

2. eqy apro laprugo (rugodlapka)
elhajlasat mérjuk egy ravetuld lezerrel
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kdlcsbnhatas a O

td és a minta
atomjai k6zott

. Raster Scan
AN N 3. a mintat (vagy a rugélapkat)
Pos, CR o X-Y-Z irdnyoklban mozgatva
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Atomi eromikroszkop (AFM
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Kontrasztmechanizmusok
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magassag kontraszt amplitudoé kontraszt fazis kontraszt

This profile... f

can be made with this monster...

or with this bug! : : EE

killsé erék jelenlétében gerjeszto elektromos jel és a rugodlapka
i ,elhangolodd” rezonanciagérbe sajatrezgéseének faziskulonbsége




AFM Rugolapkak és tuk

Az AFM kép térbeli feloldoképességét a tu gorbuleti sugara hatarozza meg

10 1m
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Amiloid 31-40 fibrillumok
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Molekulak - miért egyenkeént?

|. Egyéneket (tér- s idobeli tajektoriak)

azonosithatunk sokasagban 2. Sztochasztikus folyamatokat ismerhetunk meg

Intenzitas

(a.u.)
800-
400+
()4
0 50
1d& (s)

Sokasag - mikrotubularis Egyedi mikrotubulusok Sokasag - . Cilmate (CRlinling
rendszer - treadmilling intenzitas Egyedi kvantumpont - pislogas (“blinking”)
3. Parhuzamos Utvonalakon zajlo 4. Biomolekulak mechanikajat jellemezhetjuk
folyamatokat azonosithatunk Yy s ~

Kinezin

Kigombolyodott allapot

T7 bakteriofag

Konformacios
tér

Nativ MiozinV “séta”
4 aktinon
allapot



1) kifejlodik:

2) deformalja a

szerkezetet:

3) kdtéseket
szakit fel:

Kolcsonhatasi
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A polimerlanc egyensulyi alakja es
rugalmassaga 0sszefugg

Mikrotubulus

Merev lanc
e
[, >> L
Szemiflexibilis Mikrofilamentum

anc N
[, =L

aktin
tubulin

DNS

Flexibilis lanc
[, << L

I, = perzisztenciahossz
L = konturhossz



Eré pN)

A polimerlanc erovel kinyujthato

F=erb
[p = perzisztenciahossz
R k BT k, = Boltzmann é4llando
F oC T = abszolut homérséklet
L l L = kontirhossz
P R = vég-vég hossz Gough-Joule effektus
R/L = relativ megnyulas
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Relativ megnyulas



Egyedi molekulak manipulalasa

laser beam
* deflection

( a} I:b:l (C )

pulled glass micropipette

reference
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Kalonleges mikroszkop alkalmazas:
lézercsipesz

Einstein: Planck: Maxwell:
tomeg-energia sugarzasi fény terjedési
ekvivalencia torvény sebessége

E = mc* E=hf c¢=Af

Louis-Victor-Pierre-
Raymond, 7th duc
de Broglie (1892-1987)

h

A foton impulzusa: P = —

A

A refrakcié fényimpulzus-valtozassal (AP) jar:

Belép6
fénynyalab | P,

Fénytoro
mikrogyongy

F=AP/At

Fénytoré részecskék “optikai er6kkel” megfoghatok:

Gradiens
erd
Fénytord )
mikrogyongy -+ EGYENSULY

Szo6rési erd
(fénynyomas)

Az optikai csipeszben a fotonok és a fénytord
részecske kozott impulzuscsere [ép fel

3 ym atméroji
latex (polistirol)
mikrogyongyok
optikai csipeszben




Biomolekula manipulalas fennyel

: “Tractor beam”, Star Trek

Aktin
E. coli baktériumseijt filamentum DNS

Faziskontraszt kép Fluoreszcencia kép
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E molekula ~ 10 nm



A lezercsipesszel erot is lehet merni

Lézernyalab

Mikroszkop

e objektivek

Latex mikro- __, ?
gyongy }

Lézernyalab

A
Mikropipetta Molekula

Két lézersugaras obtikai csibesz berendezés

Erokalibracio

e Fényimpulzus-valtozas kbzvetlen megmerese
e [smert erbvel valod kalibralas (Stokes erd)

e Ekviparticio tétele



dsDNS mechanikai tulnyujtasa
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Titin: rugalmas molekularis “gyongyftzer”
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Titinmolekula nanomechanikaja
lezercsipesszel

Erovalasz

100

Domén

Nemlinearis
rugalmassag £

kitekeredés

C

Nemlinearis
rugalmassag

0 0.5 1 1.5
Megnyulas (pm)

2 2.5

A domének egymas utan, a mechanikai
stabilitasuk névekvo sorrendjében

tekerednek ki.

Erovezérelt szerkezetvaltozasok:
Nemlinedris rugalmassagra szuperponalt domén kitekeredés

A-B



Molekulamanipulalas AFM-mel

Lézernyalab
kitérés
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Rugdlapka W |~ pgsztazas

Miozin vastag
filamentum
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filamentum 23 66 109 152nm

Megnyulas



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

Ero




A mechanikai stabilitas biologiai logikaja

Szerkezetet Osszetartd H-hidak parhuzamos csatolasa Nagy kitereredési erd

200 pN

I A :
I 100 nm

Szerkezetet c'jss,_z_gtarté H-hidak soros csatolasa Alacsony kitereredési ero

100 pN

100 nm




Makroszkopikus mechanikai stabilitas

Effektiv ragasztdbanyag a parhuzamos csatolas elvén

Mesterséges gecko talp
Nanotechnoldgiaval készitve

Gecko talp fellleti tapadasa:
Parhuzamosan csatolt Van
der Waals kdtések a serték
és a fellulet kH6zott




