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A fenymikroszkop feloldoképesséeget a
hullamtulajdonsag korlatozza
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Legkisebb feloldott
tavolsag (Abbé-keplet):
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A = hullamhossz
n = kozeg torésmutatoja
a = optikai tengely és legszélso
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targy képe elhajlasi korong
(Airy disk)




Elektronmikroszkop
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Transmisszios elektronmikroszkop (TEM)

Sugarforras:
elektronagyu

Fokuszalas:
elektronnyalab
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Ernst Ruska
(Nobel-dij 1986)
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— Ferromagneses
boritas

Elektron nyalab

F=elektronra hato erd; e=elektron toltése;
B=magneses térerd; V. =elektron sebessége; a=optikai
tengely és a magneses tér iranya altal bezart szog

A="de Broglie” hullamhossz
a=optikai tengely és a magneses tér
iranya altal bezart szog

d =

A d=legkisebb feloldott tavolsag
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de Broglie hullamhosz alapjan elméleti d~ 0,005 nm (=5 pm)
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I 2017: Krioelektron mikroszkopia

Krio-EM felvétel és
képrekonstrukcio

Véletlenszerlien orientalt
i molekulak projekcidi az EM
Krio-EM felvételeken
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Els6 krilektron mikroszkbpos felvétel
virusokrdl (Dubochet, 1984)
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STED mikroszkopia
(STimulated Emission Depletion)

Detektalt kép

Gerjesztett allapot

Hagyomanyos STED mikroszkép
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Stefan Hell
(Nobel-dij 2014)
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STED mikroszkopia

Jakub Chojnacki




Multifoton mikroszkopia

*Két (vagy tobb) foton energiaja osszeadodik a gerjesztéskor

*Gerjesztés (kovetkezésképp emisszio) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
*Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullamhosszu, rovid (fs) féenyimpulzusokkal

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

*Lokalisan aktivalt fotokémiai reakciok lehetosége
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Molekuldris tetovdlas:
térben lokalizalt médon fotoaktivalt

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia Zold: proximdlis vesetubulusok; Voérés: albumin (plazma) azido-blebbistatin (HelLa sejtben)



Miozin Il optofarmakologiai manipulalasa

2P mikroszkopaval: femtoliteres
terfogatban fotokemiai reakciot

indithatunk
GERJESZTETT
ALLAPOT
A=400 nm A=800 nm
Fény- ) Fény- g
eﬁ?iZszié O eﬁ‘?iZszié Tw X2

@

Keétfoton
fluoreszcencia

Egyfoton
fluoreszcencia

Blebbistatin:
* Miozin Il specifikus inhibitor (ADP-P:

allapotban stabilizal)

* Excitacio-kontrakciot szétkapcsolja
* Azidalt formaja fényaktivalhato, a

szabad forma fluoreszkal

2P besugarzas hatasara a miozin ll-fuggo blebkepzodes leall
k 3 |

2P besugarzas

- —y

bleb (“buborék”)

Novekvo
fluoreszcencia:
felhalmozodo
szabad
blebbistatin

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



Pasztazo tuszondas mikroszkopia (SPM)
Atomi eromikroszkop (AFM)

A nanotudomanyok “alommduszerei”

Oxigén atomok rhodium
egykristaly feltletén

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

S 1986)

a 'nanovilag’ léptéke:
1 nanomeéter

Gerd Binnig Heinrich Rohrer



Az atomi eromikroszkdop (AFM)

1. Van der Waals
kolcsbnhatas a
td ésaminta ¢
atomjai kdzott

kontakt |
mod

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

3. a mintat (vagy a rugolapkat)

X-Y-Z iranyokban mozgatva
pasztazunk

non-kontakt
(oszcillacios) mod



Atomi eromikroszkop (AFM
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Kontrasztmechanizmusok

magassag kontraszt
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AFM Rugolapkak és tuk

Az AFM kép térbeli feloldOképességét a ti gorbuleti sugara hatarozza meg

2.0 um
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Atomok

Amiloid B1-40 fibrillumok

Miozinmolekula és filamentum

Magassagkép
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Amiloid fibrillumok ndvekedése




SARS-CoV-2 virusok AFM
vizsgalata

AFM tip Fixalt SARS-CoV-2

(scanning
motion)

T7 bakteriofag

anti-spike D
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Kiss et al. Nano Lett 2021



Molekulak - miért egyenkent?

|. Egyéneket (ter- és idobeli tajektoriak)

azonosithatunk sokasagban 2. Sztochasztikus folyamatokat ismerhetunk meg

Intenzitas

(a.u.)
800+

400+

0-

0 50
1dS (s)
Egyedi kvantumpont - pislogas (“blinking”)

Sokasag - mikrotubularis Egyedi mikrotubulusok Sokasag -
rendszer - treadmilling intenzitas

3. Parhuzamos utvonalakon zajlo 4. Biomolekuldk mechanikajat jellemezhetjiik
folyamatokat azonosithatunk

Kigombolyodott allapot

von Willebrand faktor Kinezin

T7 bakteriofag

Konforméci{)s
ter

Nativ ;’Il(i;i)rz]?nv “séta”
allapot




1) kifejlédik:

2) deformalja a
szerkezetet:

3) kdtéseket
szakit fel:

Kolcsonhatasi

A mechanikai ero...

FIFO ATPaz

Mereyv test:
az ero
kotéseket
torzit.
Hooke-
torvény

ligandum
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Terheletlen
allapot
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kitett
allapot

lReakci() koordinata—=

>~
naszcens
feherfela

Polimerlanc: =
az ero |=
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Megnyulas (z)

Terhelt kotés élettartama csokken:
E,-FAx

7(F)=we e

w = karakterisztikus idé
Ea = aktivacios energia

Ax = tavolsag a kotott és tanzicios allapotok kozott

Kotés Kovalens

Szakitasi ero ~nN

H-hid,
elektrosztatikus

~néhany 10 pN

Riboszoma

0(s)

<cosH(s)> —elr

Lr = perzisztenciahossz
Lc = konturhossz
ksT = termikus energia

Kitekert allapot

Konformacios
tér



A polimerlanc egyensulyi alakja es
rugalmassaga 0sszefugg

Mikrotubulus

Merev lanc
~
Iy >> L
Szemiflexibilis Mikrofilamentum
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aktin
tubulin

virus kapszid

DNS

Flexibilis lanc

Ip << L

» = perzisztenciahossz
L = kontdrhossz



Er6 pN)

A polimerlanc erovel kinyujthato

o REST
L

F=er6

[p = perzisztenciahossz

kg = Boltzmann allando

T = abszolut hdmérseklet

L = kontrhossz

R = vég-vég hossz Gough-Joule effektus
R/L = relativ megnyulas
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Relativ megnyulas



Egyedi molekulak manipulalasa

laser beam
(a) (b) ©) Mlectlon

pulled glass micropipette

reference
Laprugo beam
modszerek:

microfabricate
silicon cantilever

cantilever
bending = F/x

Azl

pedestal
() (e) () magnetic f_ield
(magnetic
photon field~ _ tweezers)
(optical tweezers) flow field

Mez0 alapu
modszerek: latex bead

magnetic bead

moveable
micropipette



Egyedi virusreszecske
nanoindentacio AFM-mel

Video by Scixel for Pedro de Pablo, Madrid

kapszid torés

Trepanalt inka koponya,
_Musgo Rafael Larco Herrera, Lima

~)

rugalmas alakvaltozas

e o Simulation:
~5;”~' e oh
) Zhmurov et al. J.Phys.Chem.B
115, 5278, 2011.

landolas a
kapszidon

T7 bakteriofag

nanoindentacios

T T T T 1 o 7
0 40 80 120 erogorbéje

Tavolsag (nm)



SARS-CoV-2 nanomechanika

k3
f > AF tip
nanoindentacio ‘motlon
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Az RNP fészekszer(
elrendez6dése a SARS-CoV-2
virionban ellenallhat a

e e nanoindentacionak
RNP hexon S B
the "Eggs-in-a-nest”

Video by Scixel



A koronavirus tuskék
mozgagat "meghallgathatjuk”
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Kalonleges mikroszkop alkalmazas:
lézercsipesz

Fénytord részecskék “optikai erékkel” megfoghatdk:

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

E=mc> E=hf c=Af

Mikroszkoép objektiv
Grédiens
2 C F erd
mc”- =h-—
Fénytord .
mikrogyongy | EGYENSULY
Louzis-Victor-Pierre-
Raymond, 7th duc
de Broglie (1892-1987) Szo6rasi erd
h (fénynyomads)
A foton impulzusa: P=— M
;l' Az optikai csipeszben a fotonok és a fénytoré

részecske kozott impulzuscsere I1ép fel

A refrakcio fényimpulzus-valtozassal (AP) jar:

Belépo
fénynyalab | P

Fénytoro
mikrogyongy

~

F=AP/At

3 ym atmeroju
latex (polistirol)
mikrogyongyok
optikai csipeszben

<

~



Biomolekula manipulalas fennyel

“Tractor beam” Star Trek

~ Aktin
E. coli baktériumseijt filamentum

Faziskontraszt kép Fluoreszcencia kép

mikregyongy. .
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MOLEKULA - FOGANTYU GEOMETRIA

é molekula ~ 10 nm



A lezercsipesszel erot is lehet merni

Lézernyalab Mikroszkop
' objektivek

al

Latex mikro- __,
gyongy

Lézernyalab

A
Mikropipetta | Molekula

Két Iézersugaras optikai csipesz berendezés

Erokalibracio
e Fenyimpulzus-valtozas kdzvetlen megmeérése
e [smert erdvel valo kalibralas (Stokes erd)

e Ekviparticio tétele



dsDNS mechanikal tulnyujtasa
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Titin: rugalmas molekularis “gyongyfuzer”

Tendon
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Titinmolekula nanomechanikaja
lezercsipesszel

Erovezérelt szerkezetvaltozasok:

Erovalasz
Nemlinearis rugalmassagra szuperponalt domén kitekeredés

A-B

Y
’
Domén ’j
kitekeredés

Nemlinearis
rugalmassag

Nemlinearis
rugalmassag

ot—v v v v v 4
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Megnyulas (pm)

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




Molekulamanipulalas AFM-

Lézernyalab
kitérés

g 1

miozin
molekula

Lézer
1 O

pasztazas

Rugdlapka

Miozin vastag

filamentum csillam

dl Lézernyalab

AR Reverzibilis atmenetek (#)  Nydujtas - Periodicitas
kiterés

# O# #
W ; " 4.15 nm

11'.8 20I.1 26;.4 3é.7 45;.0 53.énm

pres ‘ Lézer 100pN 1
) T 29.9 54.8 79.7 1046  120-BAmR—
Rugodlapka 200pN - 14.3 nm
elhajlas = F/k “\M
0_ T T T
59.2 87.8
Az 100pN+ 43 nm
Miozin vastag 0- ‘
filamentum 23 66 109 152nm

Megnyulas



Rekombinans titin fragmentum
(Titin 155-62) nanomechanikaja

l E¢ Deflection

Laserg\‘

[Pt
Cantilever "'» 20 |Gyakorisag

; o (7 15 7
Engineered titin Ig #
octamer (155-62) 10 -

Hisg
5 -
Glass-Glymo-NTA-Ni 0 - - an
0 100 200 300 400

Kitekeredési er6 (pN)

—



A titin doméneket parhuzamosan
csatolt H-hidak stabilizaljak

Ero




A mechanikai stabilitas biologiai logikaja

Szerkezetet 6sszetartd H-hidak parhuzamos csatolasa Nagy kitereredési ero

200 pN

e
100 nm

Szerkezetet 6ss_z__<\etartc’> H-hidak soros csatolasa Alacsony kitereredési er0

100 pN

100 nm




Makroszkopikus mechanikai stabilitas

Effektiv ragasztbanyag a parhuzamos csatolas elvéen
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- - -5

estersége gecko talp
Nanotechnologiaval készitve

Gecko talp fellleti tapadasa:
Parhuzamosan csatolt Van
der Waals kbtések a serték
és a felulet kdzo6tt




