BIOMOLEKULARIS
SZERKEZET ES DINAMIKA

VIZSGALATA

FLUORESZCENCIA, EGYMOLEKULA BIOFIZIKA,
RADIOSPEKTROSZKOPIAK (EPR, NMR, MRI)

John Dalton (1766-1844) Oxigén atomok rhodium egykristdly feliletén

Fluoreszcencia es kulonleges alkalmazasai

Energiadtmenetek Energiaatmenetek Fluoreszcencia genetikailag
atomban molekulaban médositott fajban:
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Sugarzasos és nem sugarzasos atmenetek!




Forster Rezonancia Energia
Transzfer (FRET)

* A gerjesztett allapotban Iévé molekula (donor), valamint
egy megfelel6 spektroszkopias kovetelményeket kielégitd
molekula (akceptor) kozott dipél-dipdl kolcsonhatas
révén, sugdrzas nélkiili energiaatadas formajaban jon létre.

* Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET):
ha az energiatranszfer szerepl6i fluoroforok.
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AANAA 3) E ~ Keper ~ I/Rf A gerjesztett donor (D)

Theodor Forster
(1910-1974)

akceptor (A) molekula emisszidja!
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A FRET feltetelei

*Fluoreszcens donor (D) és akceptor (A) molekula.

* A donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R) 2-10 nm!

«Atfedés a donor emisszids spektruma és az
abszorpcids spektruma kozott.

gt

Rg + R6 a Spektralis atfedés
9 (atfedési integral)
Ro: Forster-tavolsag (Az a 2
tavolsag melyen a FRET 5 /
hatasfok felére csokken: £
transzferhatasfok 0.5) =
R: A fluoroférok (D-A) ——
kozotti aktualis tavolsag

A FRET alkalmazasa

* Molekularis mérészalag: tivolsagmérés a nm-es (10-m) tartomanyban.
* Nagyon érzékeny (lasd hatvany osszefliggés)!
* Alkalmazas:

— Molekulak kozotti kélcsonhatdsok tanulmanyozasa.

— Molekulakon beliili szerkezeti valtozasok tanulmanyozasa.

FRET mikroszkopia
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érzékenyitett epifluoreszcencia videomikroszkédpia




Multifoton fluoreszcencia mikroszkopia

eKét (vagy tobb) foton energiaja 6sszeadodik a gerjesztéskor

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

*Nagy hulldamhossz miatt mély optikai behatolas (akar 2 mm)
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Agykérgi piramissejtek Z6ld: proximalis vesetubulusok; Vords: albumin (plazma)

Egyedi fluoreszcens molekulak feloldasa:

Szuperfelbontasu mikroszkopia
Kémiai Nobel-dij, 2014

A feloldasi problémat poziciomeghatarozasi problémava alakitjuk

Poziciomeghatarozasi probléma
(pontossag a fotonszamtdl fiigg)

“Sztochasztikus” adatgydijtés egyedi fluoroforokrol

Feloldasi probléma (Abbé-elv)

Singte-Molecu's Image Suparrasoluton image

STORM (“stochastic optical reconstruction microscopy”); PALM (“photoactivated localization microscopy™)

Feloldas:
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Egymolekula biofizika

I. Egyének (tér- id6beli trajektoriak) 2. Sztochasztikus eseményeket
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Egyedi molekulak manipulalasa
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Mérheto parameéterek .
Ero

Mekkora eré fejlodik egy dsDNS molekula nyujtasakor?
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Mérheto parameéterek |.
Fluoreszcencia

Milyen aIIapotok kozott fluktual egy molekula?

Foszfoglicerat kinaz lPGK)

Kimogram
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Fotokifehéredés egy lépésben
(sokasagban exponenciilis fiiggvény!)
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PGK molekulak Alexa488-cal jelolve, TIRF mikroszkédpia




Sokasag versus egymolekula
viselkedes
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“RADIOSPEKTROSZKOPIAK”:

FORRADALMASITOTTAK A FIZIKAT, KEMIAT, BIOLOGIAT ES ORVOSTUDOMANYT

¢ Elektronspin rezonancia (ESR, elektron paramédgneses rezonancia - EPR)

* Médgneses magrezonancia (NMR, MRI)

Nagyfelbontdst, anatémiai MRI

EPR spektroszképia NMR spektroszkopia Ferhérje molekuldris dinamika NMR-rel

MRI spektroszképia Funkcionalis MRI (fMRI) Difftiziés MRI (tractographia) Musculoskeletalis MRT

ATOMI, MOLEKULARIS RENDSZEREK
ELEMI MAGNESKENT VISELKEDHETNEK

elekiromagnes emnyd
A D \
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Mégneses magrezonancia (“nuclear .
magnetic resonance”, NMR) o
54
Nobel-dij, 1952 -
A
Isidor Rabi Felix Bloch Edward Mills Purcell
(1898-1988) (1905-1983) (1912-1997)

Miigneses rezonancia: Mégneses térbe helyezett minta altali,
rezonancia-abszorpci6 jellegii elektromagneses energia elnyelés.

EREDO SPINNEL RENDELKEZO RENDSZEREK:
ELEMI MAGNESEK

e Elemi részecskék (p, n, e) sajét spinnel rendelkeznek.

® Az elemi részecskék szama és bizonyos rendezé elvek (pl. Pauli-elv) miatt a rendszerben eredd spin
léphet fel.

e Atommag: pdratlan tomegszdm - feles magspin (*H, 1°C, 15N, °F, 31P); paros tomegszam, paratlan
rendszam - magspin egész; paros tomegszam és rendszdm - magspin zérus.

o Elektron: eredd elektronspin stabil pérositatlan elektront tartalmazé rendszerekben (pl. szabad gyokok).

® Toltés és eredS spin miatt mdgneses momentum 1ép fel.

Magmagneses momentum:
M, =y,L
Yy~ = atommag giromagneses hanyadosa (magneses momentum és

perdiilet arénya)

L = magspin (L= JI(I+ I}ﬁ), ahol /=ered spinkvantumszam.

Elektronspin magneses momentuma:

M, =-gu,,|S(S+1)

g = elektron g-faktora (a magneses momentum és giromdgneses hanyados

0 p 7 kapcsolatat lefré dimenziénélkiili aranyszam)
orgettyumoae P! y
g = Bohr magneton (az elektron magneses dipslmomentumanak egysége)

S = spinkvantumszam




Magneses tér hiAnyaban:
elemi magnesek orientacidja random

Paramdgnesség: kiils6 mégneses tér hatdséra fellépd
magnesezettség (mdgneses dipdlok orientdcidja).

Magneses térben:

elemi magnesek  energiaszintek

orientalédnak felhasadnak
B, E
parallel
Rezonanciafeltétel:
AE AE=hf
T T B
antiparallel By

PRECESSZIO

Klasszikus (“porgettyd”)
modell szerint -
Precessziés vagy
Larmor frekvencia:

. 0, = YBo

07

Rezonanciafeltétel:

AE =

haw,

Porgetty, giroszkép

Felix Bloch, 1946

NMR Es EPR
SPEKTROSZKOPIA

31=8,70 =2,90
® NMR spektrum: elnyelt elektromdgneses sugarzas T
intenzitdsa frekvencia fliggvényében. Acctaldehid 1 1
® “NMR-vonal” gorbe alatti tertilete az abszorbedld ‘ NMR ‘
atommagok szdmdval ardnyos. ‘ spektruma
e Elektronfelhd (i.e., annak szerkezete) befolydsolja a b1 |/
lokdlis magneses teret: frekvenciafeltétel . r “ V* SO “ »ﬁ
elhangolédik (“kémiai eltol6dds”). Kémiai ’
szerkezetmeghatdrozds lehetGsége.

CHO 8=456 Hz CH;

® EPR spektrum: elnyelt elektromdgneses sugarzas
intenzitdsa a magneses tér fliggvényében.

© NMR-énél alacsonyabb magneses tér, de nagyobb
elektromagneses sugdrzdsi frekvencidk I | A
(mikrohulldm). O rrweae .«‘J 7 S

 Spin-jel6lés: stabil parositatlan elektront tartalmazé i | [ |
vegytilettel val jel6lés.

® Mozgasi (rotdciés) sebességek mérési lehetdsége a
104 - 10?2 s id6tartomanyban.

Spinjelolt
citokrém-C
ESR spektruma

Magneses tér (G)

MAKROSZKOPOS MAGNESEZETTSEG
KULONBOZO ENERGIASZINTEKEN SPINTOBBLET MIATT

Bo Bo = magneses tér
T M = makroszképos magnesezettség

Alacsony energia allapot
proton esetében parallel

Magas energia allapot
proton esetében antiparallel




GERJESZTES

RADIOFREKVENCIAS ELEKTROMAGNESES SUGARZASSAL

Rezonancia feltétel: Larmor frekvencia

|
Bop = mégneses tér U U
M = makroszképos magnesezettség
Bi = besugarzott radiéfrekvencids
elektromdgneses tér

By

SPIN-RACS RELAXACIO

T1 VAGY LONGITUDINALIS RELAXACIO

Bo

T1 relaxaciés ido:
elemi magnes (proton) és
kornyezete kozotti kolesonhatdsra utal

SPIN-SPIN RELAXACIO

T2 VAGY TRANZVERZALIS RELAXACIO

M “free induction decay”

Xy (FID)

T2 relaxacids idG:

elemi mégnesek (protonok)

kozotti kolesonhatédsra utal

MRI:

AZ EMBERI TEST MAKROSZKOPOS
MAGNESEZETTSEGET HOZZA LETRE

Abra Damadian szabvényiigyi bejelentésébsl

“indomitable”: “

Nobel-dij (2003)

80N 4
(1936-) Paul C. Lauterbur
(1929-)

Y
Peter Mansfield
tenthetetlen” (1933-)




MRI KEPALKOTAS I:

TERBELI FELBONTAS

: voxel: Elemi 3D képpontok
térfogatelem (vory
t: roxel)
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elemi képpont >
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MRI KEPALKOTAS II:
SZINFELBONTAS (KONTRASZT) RELAXACIOS IDOK ALAPJAN
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NMR JEL TERBELI KODOLASA: A PRECESSZIOS
FREKVENCIA MAGNESES TERFUGGESERE EPUL
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MRI OSSZEFOGLALAS

A proton RF hullamot emittal
gerjesztést kovetden.

Képanalizis
4 (2D-FFT)

NMR berendezés




MRI:

KEPI INFORMACIO® MANIPULALASA |

Ujraszeletelés
merdleges sikban

Térbeli projekcié
(,,volume rendering”)

MRI MOZGOKEP

NAGY IDOGFELBONTASU FELVETELEK ALAPJAN

Aortabillentyii nyildsa-zar6dasa

MRI:

NON-INVAZiV ANGIOGRAFIA

Signa 1.5T SYS#CWMROV University MRI of Boca Raton

képszelet

telitett spinek
Th:1:443

véraram

—
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FUNKCIONALIS MRI (FMRI)

ELETTANI FOLYAMATTAL SZINKRON FELVETT
NAGY IDOFELBONTASU KEPSOROZAT

SETEE]

Villogé fény hatasa a latékéregre




SZUPERPONALT MRI Es PET
KEPSOROZAT

PET aktivitas: szemmozgatas soran
Térbeli rekonstrukcio

Quantum Foam

Planck Length

Cary and Michael Huang (http://htwins.net)




