BIOMOLEKULARIS
RENDSZEREK VIZSGALATA

SPEKTROSZKOPIAK, MIKROSZKOPIAK

ELO SEJT: MOLEKULAGEPEZETEK SOKASAGA

Mikrotubulus dinamikus instabilités
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VIZSGALATOK CELJA

e Biomolekuldris szerkezet és

* miikodés pontosabb megismerése

VIZSGALATI MODSZEREK

e Spektroszkopidk:
-elektromdgneses sugdrzds és anyag kozotti
kolesonhatdsok vizsgdlata
-abszorpci6s; fluoreszcencia (FRET); NMR

e Mikroszkoépidk:

-képalkotds a szabad szemmel nem ldthat6 vilagrol
-az Abbé-féle felolddsi hatdr “megerdszakoldsa”




LUMINESZCENCIA

¢ Gerjesztett dllapotbdl
fényemisszidval jaro relaxacié

& Ahomérsékleti sugdrzason feliil
kibocsatott sugarzas

¥ “Hideg fény”

@ Fluoreszcencia és foszforeszcencia

A LUMINESZCENCIA

r V4
LEPESEI
Abszorpcié Gerjesztés
(magasabb energiaszintre 1épés)
e=te
'y
-
-
-

©),
%
©,

De-excitacié

Emisszio - .
(relaxdcié az alapéllapotba)

GERJESZTES SORAN ELNYELT
ENERGIA SORSA

Bels6 konverzio
(ho)

Fluoreszcencia
kioltas

Rendszerek kozotti
atmenet
SieaT;
FRET

Fluoreszcencia (ns)
Foszforeszcencia (ms)

Sugdrzdsos v. nem sugdrzdsos dtmenetek!

Alexa-488-PGK

Egyedi molekula fluoreszcencia

Kimogram

TIRFM |




FLUORESZCENCIA REZONANCIA

ENERGIA TRANSZFER FRET
* A gerjesztett donor relaxdciéjahoz hozzdjarul az

BN anosan: akceptor molekula emisszidja!

* A gerjesztett dllapotban 1évé molekula (donor), valamint be o
egy megfelels spektroszkopids  kovetelményeket /_\ /_\
kielégit6 molekula (akceptor) kozott dipdl-dipol = =
kolcsonhatds révén, sugdrzds nélkiili energiadtadds hv B _1/R6

E kFRET 1 /R
formdjdban jon 1étre. AAAVAVA g

* Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET): + +

ha az energiatranszfer szerepléi fluoroférok. v R U
A FRET FELTETELEI A FRET TAVOLSAGFUGGESE

*Fluoreszcens donor és akceptor molekula. Forster tavolay

. ... / (Az a tdvolsag melyen a FRET hatdsfok
I - <cepron S miplek U EEE @ felére csokken: transzferhatdsfok 0.5)
tavolsag (R) 2-10 nm!

*Atfedés a donor emissziés spektruma és az 'I'@ E-s

abszorpcids spektruma kozott. N

A ﬂuoroforok kozott
aktudlis tadvolsag

Fl intenzitds ill. OD

Hulldmhossz (nm)




A FRET ALKALMAZASA

* Molekularis mérdszalag: tdvolsigmérés a nm-es
(10°m) tartoményban.

NMR, MR
* Nagyon érzékeny!

* Alkalmazas:

“MAGNETIC
— Molekuldk kozotti kdlesonhatdsok \ RESONANCE
tanulmdnyozésa. »
— Molekuldkon beliili szerkezeti valtozasok ImMm A.G‘I‘N G '
tanulmdnyozdsa. ; ‘

p7.

1 ]

MRI: A DIAGNOSZTIKAT MRI: NON-INVAZIV
FORRADALMASITO MODSZER TOMOGRAFIAS MODSZER




NMR:
ALAPELVEK

Gerjesztd impulzus

A proton RF hullamot emittal
gerjesztést kévetden.

encians tekercs

Vizmolekula
Képanalizis ‘
‘ (2D-FFT)

NMR berendezés

MAGSPINNEL RENDELKEZO MAGOK:
ELEMI MAGNESEK

Magneses momentum:
W, =YL

Y = giromdgneses hdnyados
L = magspin

Magneses tér hianyaban:
elemi mdgnesek orientdcidja random

Magneses térben:

elemi magnesek  energiaszintek
orientdlédnak felhasadnak

B, E
parallel
AE
T T
Bo

antiparallel

PRECESSZIO

Precesszids vagy
Larmor frekvencia:

®, =vB,




MAKROSZKOPOS MAGNESEZETTSEG GERJESZTES

KULONBOZO ENERGIASZINTEKEN SPINTOBBLET MIATT RADIOFREKVENCIAS ELEKTROMAGNESES SUGARZASSAL

o ) ) Rezonancia feltétel: Larmor frekvencia
Bo 0 = magneses ter

T M = makroszképos magnesezettség

Alacsony energia allapot
proton esetében parallel

By
M
I
= H 1 U\%
. 2 Bo = magneses tér J \j
Magas energia allaPOt M = makroszképos magnesezettség
proton esetében antiparal]el By = besugdrzott rddiéfrekvencids

elektromdgneses tér

V 4 r v 4 r r

SPIN-RACS RELAXACIO SPIN-SPIN RELAXACIO

T1 VAGY LONGITUDINALIS RELAXACIO T2 VAGY TRANZVERZALIS RELAXACIO

By By
M “free induction decay”
M, Xy (FID)
i |
t
T1 relaxacios ido:

elemi magnes (proton) és

kornyezete kozotti kolesonhatasra utal Uikl i

elemi mdgnesek (protonok)

kozotti kolesonhatédsra utal




Ismétléds gerjesztd és relaxdciés impulzusok: spin-echo szekvencia

Erwin Hahn, 1949

SPIN-SPIN RELAXACIO

T2 VAGY TRANZVERZALIS RELAXACIO
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MRI:

AZ EMBERI TEST MAKROSZKOPOS
MAGNESEZETTSEGET HOZZA LETRE

“indomitable”: “a rettenthetetlen”

PAUL C. LAUTERBUR
(1929-)

1971: térbeli felbontasi NMR kidolgozasa




MRI KEPALKOTAS I:
TERBELI FELBONTAS

voxel:
térfogatelem
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MRI KEPALKOTAS I:

TERBELI FELBONTAS

Elemi 3D képpontok (voxel)
definidldsa és cimezhetGsége:
gradiens tér segitségével

AZ NMR JEL TERBELI KODOLASA:
MAGNESES TERGRADIENSEK

X-gradient coil

Gradiens
tekercsek ; : Y-gradient coil

Z-gradient coil

NMR JEL TERBELI KODOLASA: A PRECESSZIO
FREKVENCIAVALTOZASARA EPUL
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MRI KEPALKOTAS II:

SZINFELBONTAS (KONTRASZT) RELAXACIOS IDOK ALAPJAN
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A” szivet .
" Liquor

»B” szovet

<@~ Tranzverzilis jelveszteség

Rovid T1  Hosszu T1 IdG (ms)

MRI KEPALKOTAS II:

SZINFELBONTAS (KONTRASZT)

SPINS{IR(SEG Es RELAXAcCIOs IDOK ALAPJAN

T1-stlyozas protonsiiriiség- T2-stlyozas
sulyozas

MRI:

KEPI INFORMACIO MANIPULALASA |

Ujraszeletelés merdleges sikban

MRI:

KEPI INFORMACIO MANIPULALASA 11

Térbeli projekcié
(,,volume rendering”)




MRI:

NON-INVAZiV ANGIOGRAFIA

Signa 1.5T SYS#CWMROV University MRI of Boca Raton

képszelet

" N PA:0/0/0
telitett spinek
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MRI MOZGOKEP

NAGY IDOFELBONTASU FELVETELEK ALAPJAN
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Aortabillentyii nyilasa-zarédasa

MRI:

NON-INVAZivV ANGIOGRAFIA
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arteria carotis Circulus arteriosus Willisii

FUNKCIONALIS MRI (FMRI)

ELETTANI FOLYAMATTAL SZINKRON FELVETT
NAGY IDOFELBONTASU KEPSOROZAT

Villogé fény hatasa a latokéregre




MRI INFORMACIO SZUPERPONALASA
EGYEB INFORMACIOVAL (PET)

SZUPERPONALT MRI Es PET
KEPSOROZAT

PET aktivitas: szemmozgatas soran
Térbeli rekonstrukcié

MIKROSZKOPIAK

Képalkotas a fénymikroszkopban

Targy: Optiakai Diffrakci6s interferencia Kép: A targy azonos
Optikai racs |:> rendszer |:> mintazat |::>p0ntjairél érkez6 sugarak
az objektiv hatsé itt talalkoznak
fokuszsikjaban

(Diffraction
graung)

g -

Legkisebb feloldott tavolsag (Abbé):

0.614
d=—
nsino

Diffrakcio (fényelhajlas) miatt: pontszer(i
fényforras képe“elhajlasi korong” (Airy disk)




Mikroszkopos felbontas javitasanak
lehetoségei

1. Az Abbé-féle képlet paramétereinek
javitasa

2. Feloldasi probléma konvertalasa
pozicionalasi problémava

3. Nem diffrakcio-limitalt képalkotas

1. Leképezési hullamhossz csdkkentése:
Elektronmikroszkdépia

h A=elektronhoz rendelhetd hullimhossz
1. Elektron mint hulldm, A h=P 113'1‘:“ dllandé
. . o m=elektron tomege
De Broglle (1924) ! v=elektron sebessége
F=elektronra hat6 erd
2. Elektronnyaldb leképezése . e=elektron toltése
mdgneses lencsével F= e B V SIN (f B=mdgneses térerd
e V =elektron sebessége

o=elektron és a magneses tér dltal
meghatdrozott szog
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Elektron nyalab

Az elektronmikroszkop felépitése

Elektron
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9y Sugdrforrds: elektrondgyii
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lencse Wehnelt henger
-=———4————Minta (fokuszald
- elektrod)
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Feloldoképesség és kontrasztképzodés
az elektronmikroszképban

A. Elméleti feloldoképesség: A«
modositott Abbé-képlet (kis o szogekre) d -
Elektronok sebessége (100000 km/s) alapjan d=0.005 nm

B. Valadi feloldoképesség: kis NA dltal limitalt, ~0.1 nm.

A kis NA miatt azonban “hatalmas” mélységélesség (tobb ym).

C. Biologiai gyakorlati feloldoképesség:
metszetvastagsdg 1/10-ed része.

D. Kontrasztképzddés: elektronszorédds alapjan
Kontrasztfokozas: elektrondenz festékek hasznalata

Krioelektronmikroszkopia,
partikulum-analizis
képrekonstrukcuo




3. Feloldasi probléma konvertilasa pozicionalasi problémava

Photo-Activated Localization Microscopy
(PALM)

CD63, lizoszéma transzmembran protein

3. Nem diffrakcidlimitalt mikroszkdpia
Atomeromikroszképia, AFM

Oxigén atomok rhodium
egykristaly feliiletén

. a "nanovilag" lIéptéke:
Richard P. Feynman: 1 nanométer
“There is plenty of room at the bottom”
1959. december 29.

Atomero mikroszkop
(Atomic Force Microscope = AFM)

bakteriorodopszin

@ fotodetektor

,1ézer
rug6lapka \ ,’

AFM alapok
Pasztazo kéepalkotds

Emberi hajszdl

@ fotodetektor
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Magassdg kontraszt Amplitudé kontraszt Fézis kontraszt




Képalkotasi hibak, felbontas

true imaging

| path
‘ﬁfrz'p

pm

Béta-amyloid fibrillumok

3.0

Vvt kenet Fibrin halézat




Egyedi molekula er6spektroszkopia
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Molekulamanipulalas AFM-mel

Eré-fiirészfogak:
mechanikailag stabil domének
nem-kooperativ kitekeredése
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Nanoindentacio, nanolitografia

Lithos: ko, grafia: rajzolni
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Pablo Picasso: "Don Quixote"
polikarbonat felszinbe rajzolva

felszin




