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A fenymikroszkop feloldokéepessegeét a
hullamtulajdonsag korlatozza
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Elektronmikroszkop
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Kémiai Nobel-dij 2017: Krioelektron mikroszkopia

Jacques Dubochet, Joachim Frank, Richard Henderson
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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 fluorférra esé
intenzitas hatalmas
(~MW/cm?2)

Laser beam duty cycles intelligently
adapt to sample structure

(Abberior Instruments)



3D STED

Vortsx Phase ring
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Single beam
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STED laser | Beam Beam
shaper | shaper 2
Programozhat6é SLM (Spatial Light “Easy 3D STED”
Modulator) Aberracid 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 energiaja osszeadodik a gerjesztéskor

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

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

eLokalisan aktivalt fotokémiai reakciok 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 |l optofarmakologiai manipulalasa

2P mikroszkopaval: femtoliteres
terfogatban fotokemiai reakciot
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RS .

bleb (“buborék™)
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M2 sejt

2P besugarzas

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



Pasztazo tuszondas mikroszkopia (SPM)
Atomi eromikroszkop (AFM)

A nanotudomanyok “alommuszerei”

Richard'P. Feynman:
“There is plenty of room at the bottom”
1959. december 29.
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Gerd Binnig Heinrich Rohrer

Oxigén atomok rhodium

egykristaly feltletén

a 'nanovilag" leptéke:
1 nanomeéter



Az atomi eromikroszkop (AFM)

2. eqgy apro laprugo (rugolapka)
elhajlasat mérjuk egy ravetuld lezerrel

1. Van der Waals
kdlcsdnhatas a 00

td és a minta
atomjai k6zott

Raster Scan
3. a mintat (vagy a rugolapkat)
X-Y-Z irdnyoklban mozgatva
pasztazunk

-
TS oo -
' - -

oc. oY
r_""‘ [}

kontakt | —Y

mod \ non-kontakt
(oszcillacios) mod

" vonzo

’



Atomi eromikroszkop (AFM
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Kontrasztmechanizmusok

)

magassag kontraszt amplitudo kontraszt

This profile... f

can be made with this monster...

or with this bug! : : EE

killsé erék jelenlétében gerjeszto elektromos jel és a rugolapka




AFM Rugolapkak és tuk

Az AFM kép térbeli feloldoképességét a tu gorbuleti sugara hatarozza meg

10 1m
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Molekulak - miert egyenkent?

|. Egyéneket (ter- es idobeli tajektoriak)

azonosithatunk sokasagban 2. Sztochasztikus folyamatokat ismerhetunk meg
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rendszer - treadmilling intenzitas Egyedi kvantumpont - pislogas (“blinking”)
3. Parhuzamos utvonalakon zajlo 4. Biomolekulak mechanikajat jellemezhetjuk
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1) kifejlédik:

2) deformalja a
szerkezetet:

3) kdtéseket
szakit fel:
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A polimerlanc egyensulyi alakja es
rugalmassaga 0sszefugg
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A polimerlanc erovel kinyujthato
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kp = Boltzmann allando

T = abszolut hOmérséklet
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Egyedi molekulak manipulalasa

laser beam
* deflection
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Kalonleges mikroszkop alkalmazas:
leézercsipesz

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:
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Fénytoro
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F=AP/At

Fénytoré részecskék “optikai erékkel” megfoghatdk:
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Az optikai csipeszben a fotonok és a fénytord
részecske kozott impulzuscsere [ép fel

3 ym atméraji
latex (polistirol)
mikrogyongyok
optikai csipeszben




Biomolekula manipulalas fennyel

: “Tractor beam”, Star Trek

Aktin
E. coli bakteriumseit filamentum DNS

Faziskontraszt kép Fluoreszcencia kép
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A lezercsipesszel erot is lehet merni

Lézernyalab Mikroszkop

e objektivek
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Két lézersugaras obtikai csibesz berendezés
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dsDNS mechanikai tulnyujtasa

Lézercsipesz
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Titin: rugalmas molekularis “gyongyftzer”
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Titinmolekula nanomechanikaja
lezercsipesszel

Erovalasz

100

Domén
kitekeredés

C

20- Nemlinearis
rugalmassag ¢

Nemlinearis
rugalmassag

0 05 1 15 2
Megnyulas (um)

A domének egymas utan, a mechanikai
stabilitasuk novekvo sorrendjében
tekerednek Kki.

2.5

Erovezérelt szerkezetvaltozasok:
Nemlinearis rugalmassagra szuperponalt domén kitekeredés

A-B



Molekulamanipulalas AFM-mel
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Rekombinans titin fragmentum
(Titin 155-62) nanomechanikaja
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A titin domeéneket parhuzamosan
csatolt H-hidak stabilizaljak

Ero




A mechanikai stabilitas
biologiai logikaja

Szerkezetet osszetarto H- , L
hi . . Nagy kitereredesi ero
idak parhuzamos csatolasa

200 pN

e

¥ . 100 nm

Szerkezetet osszetarto H-

hidak soros lasa : .
i csato Alacsony kitereredesi ero

100 pN

100 nm




Makroszkopikus
mechanikai stabilitas

Effektiv ragasztoanyag a parhuzamos csatolas elven

Mesterséges, /®3
nanotechnologiaval i1 S8
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