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ÉL� SEJT: MOLEKULAGÉPEZETEK SOKASÁGA

Mikrotubulus dinamikus instabilitás

Vevikulum transzport kInesinnel

Tovacsúszó keratinocita

Fehérjeszintézis riboszómán

Vizsgálatok célja

• Biomolekuláris szerkezet és

• m�ködés pontosabb megismerése 

Vizsgálati módszerek

• Spektroszkópiák: 
-elektromágneses sugárzás és anyag közötti 
kölcsönhatások vizsgálata
-abszorpciós; fluoreszcencia (FRET); NMR

• Mikroszkópiák:
-képalkotás a szabad szemmel nem látható világról
-az Abbé-féle feloldási határ “meger�szakolása”



Lumineszcencia

Gerjesztett állapotból
fényemisszióval járó relaxáció

A h�mérsékleti sugárzáson felül 
kibocsátott sugárzás

“Hideg fény”

Fluoreszcencia és foszforeszcencia

A lumineszcencia 

lépései

Abszorpció Gerjesztés
(magasabb energiaszintre lépés)

Emisszió De-excitáció
(relaxáció az alapállapotba)

Fluoreszcencia (ns)
Foszforeszcencia (ms)

Bels� konverzió
(h�)

Rendszerek közötti 
átmenet

S�T

Fluoreszcencia
kioltás

FRET

ENERGIA
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Sugárzásos v. nem sugárzásos átmenetek!

Gerjesztés során elnyelt 

energia sorsa Egyedi molekula fluoreszcencia

Alexa-488-PGK

Kimogram
TIRFM

Id�



Általánosan:

•A gerjesztett állapotban lév� molekula (donor), valamint 
egy megfelel� spektroszkópiás követelményeket 
kielégít� molekula (akceptor) között dipól-dipól
kölcsönhatás révén, sugárzás nélküli energiaátadás 
formájában jön létre.

• Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET): 
ha az energiatranszfer szerepl�i fluorofórok.

Fluoreszcencia Rezonancia

Energia Transzfer FRET
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• A gerjesztett donor relaxációjához hozzájárul az 
akceptor molekula emissziója!

•Fluoreszcens donor és akceptor molekula.
•A donor és akceptor molekula közötti 
távolság (R) 2-10 nm!
•Átfedés a donor emissziós spektruma és az 
akceptor abszorpciós spektruma között.

Hullámhossz (nm)
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A FRET feltételei

E =
R0
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A FRET távolságfüggése

Förster-távolság
(Az a távolság melyen a FRET hatásfok 

felére csökken: transzferhatásfok 0.5)

A fluorofórok közötti 
aktuális távolság

R0

E



A FRET alkalmazása

• Molekuláris mér�szalag: távolságmérés a nm-es 
(10-9m) tartományban.

•  Nagyon érzékeny! 
• Alkalmazás:

– Molekulák közötti kölcsönhatások
tanulmányozása.

– Molekulákon belüli szerkezeti változások 
tanulmányozása.

NMR, MRI

“Magnetic

Resonance

Imaging”

MRI: a diagnosztikát 

forradalmasító módszer

MRI: non-invazív 

tomográfiás módszer



NMR berendezés

Vízmolekula

Kriogén mágnes

Rádiofrekvenciáns tekercs

Grádiens tekercs

A proton RF hullámot emittál 
gerjesztést követ�en.

B0

B0
B0 B0

Gerjeszt� impulzus

Tekercs

Képanalízis
(2D-FFT)

NMR:

Alapelvek

Magspinnel rendelkez� magok:

elemi mágnesek

μ i = �L
Mágneses momentum:

� = giromágneses hányados
L = magspin

Mágneses tér hiányában:
elemi mágnesek orientációja random

Mágneses térben:

B0
parallel

antiparallel

�E

B0

E

B

elemi mágnesek 
orientálódnak

energiaszintek
  felhasadnak

Precesszió

Precessziós vagy
Larmor frekvencia:

�0 = �B0



Alacsony energia állapot
proton esetében parallel

Magas energia állapot
proton esetében antiparallel

Makroszkópos mágnesezettség

különböz� energiaszinteken spintöbblet miatt

B0 = mágneses tér
M = makroszkópos mágnesezettség

B0

μi

M

Gerjesztés

rádiófrekvenciás elektromágneses sugárzással

M

B0 = mágneses tér
M = makroszkópos mágnesezettség
B1 = besugárzott rádiófrekvenciás 
elektromágneses tér

Rezonancia feltétel: Larmor frekvencia

B1

Spin-rács relaxáció

T1 vagy longitudinális relaxáció

t

Mz

T1 relaxációs id�:
elemi mágnes (proton) és

környezete közötti kölcsönhatásra utal

Spin-spin relaxáció

T2 vagy tranzverzális relaxáció

Mxy

t

“free induction decay” 

(FID)

T2 relaxációs id�:

elemi mágnesek (protonok)
közötti kölcsönhatásra utal



Spin-spin relaxáció

T2 vagy tranzverzális relaxáció

Ismétl�d� gerjeszt� és relaxációs impulzusok: spin-echo szekvencia

Erwin Hahn, 1949

TURN BACK !!

A “spin-echo” kísérlet

Gerjeszt�
impulzus (90˚)

Refókuszáló
impulzus (180˚)

Gerjeszt�
impulzus (90˚)

Refókuszáló
impulzus (180˚)

T2

T2*

MRI:

az emberi test makroszkópos

mágnesezettségét hozza létre

“indomitable”: “a rettenthetetlen”

Paul C. Lauterbur

(1929-)

1971: térbeli felbontású NMR kidolgozása 



MRI képalkotás I:

Térbeli felbontás

voxel:
térfogatelem

pixel:
felületelem,

elemi képpont 

Kép

Elemi 3D képpontok (voxel)
definiálása és címezhet�sége:

grádiens tér segítségével

MRI képalkotás I:

Térbeli felbontás

By

Bx

Bz

Az NMR jel térbeli kódolása:

 mágneses térgrádiensek

Grádiens
tekercsek

z-coil

x-coil

y-coil

beteg

X-gradient coil

Y-gradient coil

Z-gradient coil

NMR jel térbeli kódolása: a precesszió 

frekvenciaváltozására épül 

RF tekercs

Fourier
transzformáció



MRI képalkotás II:

színfelbontás (kontraszt) relaxációs id�k alapján

Rövid T1 Hosszú T1

„A” szövet

„B” szövet
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Liquor

MRI képalkotás II:

színfelbontás (kontraszt)

spins�r�ség és relaxációs id�k alapján

T1-súlyozás T2-súlyozásprotons�r�ség-
súlyozás

MRI:

képi információ manipulálása I

Újraszeletelés mer�leges síkban

MRI:

képi információ manipulálása II

Térbeli projekció
(„volume rendering”)



véráram

képszelet

telített spinek

telítetlen
spinek

MRI:

Non-invazív angiográfia

MRI:

Non-invazív angiográfia

arteria carotis Circulus arteriosus Willisii

MRI mozgókép

Nagy id�felbontású felvételek alapján

Aortabillenty� nyílása-záródása

Funkcionális MRI (fMRI)

Élettani folyamattal szinkron felvett

Nagy id�felbontású képsorozat

Villogó fény hatása a látókéregre



MRI információ szuperponálása

egyéb információval (PET)

Szuperponált MRI és PET 

képsorozat

PET aktivitás: szemmozgatás során
Térbeli rekonstrukció

Mikroszkópiák

Képalkotás a fénymikroszkópban

d =
0.61�

n sin�
Diffrakció (fényelhajlás) miatt:  pontszer�

fényforrás képe“elhajlási korong” (Airy disk)

Tárgy:
Optikai rács

Optiakai
rendszer

Diffrakciós interferencia 
mintázat

az objektív hátsó 
fókuszsíkjában

Kép: A tárgy azonos 
pontjairól érkez� sugarak 

itt találkoznak

Legkisebb feloldott távolság (Abbé):



Mikroszkópos felbontás javításának 
lehet�ségei

1. Az Abbé-féle képlet paramétereinek 
javítása

2. Feloldási probléma konvertálása 
pozicionálási problémává

3. Nem diffrakció-limitált képalkotás

1. Leképezési hullámhossz csökkentése: 
Elektronmikroszkópia

1. Elektron mint hullám, 
De Broglie (1924): � =

h

mv

�=elektronhoz rendelhetô hullámhossz
h=Planck állandó
m=elektron tömege
v=elektron sebessége

2. Elektronnyaláb leképezése 
mágneses lencsével F = eBVe sin�

F=elektronra ható erô
e=elektron töltése
B=mágneses térerô
Ve=elektron sebessége
�=elektron és a mágneses tér által 
meghatározott szög

Mágneses elektronlencse:
benne az elektronyaláb spirális

Az elektronmikroszkóp felépítése

Sugárforrás: elektronágyú

Nagyvákuum: 10-2 Pa

Feloldóképesség és kontrasztképz�dés
az elektronmikroszkópban

A. Elméleti feloldóképesség:
módosított Abbé-képlet (kis � szögekre)
Elektronok sebessége (100000 km/s) alapján d=0.005 nm d =

�

�
B. Valódi feloldóképesség: kis NA által limitált, ~0.1 nm.
A kis NA miatt azonban “hatalmas” mélységélesség (több μm).

C. Biológiai gyakorlati feloldóképesség:
metszetvastagság 1/10-ed része.

D. Kontrasztképz�dés: elektronszóródás alapján
Kontrasztfokozás: elektrondenz festékek használata

Krioelektronmikroszkópia,
partikulum-analízis
képrekonstrukcuó



3. Feloldási probléma konvertálása pozicionálási problémává 3. Nem diffrakciólimitált mikroszkópia
Atomer�mikroszkópia, AFM

a "nanovilág" léptéke:
1 nanométer

Oxigén atomok rhodium 
egykristály felületén

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

1959. december 29.

Atomer� mikroszkóp 

(Atomic Force Microscope = AFM)

minta

lézer
rugólapka

fotodetektor

bakteriorodopszin

DNS

DNS

titin

AFM alapok
Pásztázó képalkotás

minta

lézer
rugólapka

fotodetektor

Emberi hajszál

2 �m

Oszcillációs vezérl� jel Detektált jel
rugólapka

Magasság kontraszt Amplitudó kontraszt Fázis kontraszt



Képalkotási hibák, felbontás
Béta-amyloid fibrillumok DNS

Vvt kenet
Fibrin hálózat

Képek: ATP-szintáz



Egyedi molekula er�spektroszkópia
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Er�-f�részfogak:
mechanikailag stabil domének
nem-kooperatív kitekeredése

Molekulamanipulálás AFM-mel Nanoindentáció, nanolitográfia

Pablo Picasso: "Don Quixote"
polikarbonát felszínbe rajzolva

1 μm

Lithos: k�, gráfia: rajzolni

lézer

felszín

rugólapka

fotodetektor


