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Fehérje

-

Génatirodas (mMRNS)

Protein

A sejtek genetikai anyaga, a sejtmagban
elhelyezkedd DNS hordozza a sejt felépitését és
miikodését iranyité informaciodkat
A DNS egyseégei a gének, melyek fehérjéket
kddolnak (meghatarozzak aminosav
sorrendjlket, ezaltal felépitésiiket)
Egy gén DNS-érél masolat késziil (mRNS), majd
fehérje
A fehérjék a sejt miikodésében kiilonféle
feladatokat latnak el, pl.

* biokémiai folyamatokat katalizalnak

(enzimek),

* a sejt vazat épitik fel,

+ kiilsé ingerekre reagalnak (receptorok),

* agének miikodését szabalyozzak

(transzkripcids faktorok), stb.

A kiilonboz6 sejttipusokban (ideg, izom, ham,
sth.) részben mas-mas feheérjéek vannak jelen
A fehérjék termelddése szigoruan szabalyozott,
a sejt tipusanak és pillanatnyi igényeinek,
allapotanak megfeleléen
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»Jel molekula” (ligandum, pl. hormon)

»Jelfogd antenna”
Receptor

gjtmembran
Sejtplazma
%)
Fehérje
________ S~ szintézis
Sejtmag Généifl'rédés (mR

@. -
".l AT\
DNS .'

)

* A sejt mint automata: kiilsé jelekre,

ingerekre (input) megvaltozott miikodéssel

(output) valaszol
Jel: ligandum, pl. egy hormon

Jelfogo: sejtfelszini receptor fehérje

Jel tovabbitas:

kélcsdnhatd fehérjék lancolatan

keresztl

gen atirodas, mRNS masolat keletkezése
adott génekrél — fehérjék eldallitasa az

MRNS templat alapjan

Sejtvalasz: megvaltozott sejtmiikodés, pl.

sejtosztodas beinduléasa, sejthalal, sejt

aktivacio, stb.
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« A jelatviteli folyamatokban résztvevé kilonféle fehérjek nem
maganyosan, hanem egymassal 6sszekapcsolodva, Un. komplexeket
alkotva miikodnek

« Biofizikai, mikroszkopos maodszerekkel vizsgaljuk a jelatvitelben szerepet
jatsz0  fehérje-komplexek  oOsszeszerelodését,  miikodését a
sejtmembranban és a sejtmagban

« Vizsgalt fehérjek:

» Az immunrendszer T sejtjeinek miikodését szabalyozd membran
receptorok (interleukin-2/15 receptor)

> A gének miikodését szabalyozo fehérjek (transzkripcios faktorok: pl.
cFos-cJun, magreceptorok)
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mikrosz = kicsi, szkopeo = nézni

Mikroszkopia célja: lathatova tegye a vizsgalt minta szabad szemmel
nem kivehet( részleteit.

* nagyitott
* kontrasztos
* j0 felbontasu (részletgazdag) képet allitson el

* legkisebb feloldhato tavolsag fénymikroszkopnal kb. 200 nm (0,2 um)
* A hagyomanyos fénymikroszkdpia lathatéva tudja tenni a

baktériumokat, az eukariota sejtek sejtszervecskéit (organellumokat),
de a biolégiai makromolekulak szerkezetét nem
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« Nagyitas: hanyszor nagyobb a kép, mint a targy eredeti mérete?
« Felbontas: mekkora annak a két targypontnak a tavolsaga, melyeket még éppen meg tudunk kiilonbdztetni egymastol?

Hasznos nagyitas: a kép),\.
részletgazdagabb

: &
Ures nagyitas: nem Iéﬂnk .
tobb részletet




Fényerzékeny detektor, pl. CCD kamera

objektiv

» Képalkotas: a minta egy pontjabadl kiindulo fénysugarakat az objektiv lencse egy pentban foltban
gyujti 6ssze, létrehozva a targy képét a fényérzékeny detektoron
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A

pontszer(
targy...

4 A fény hullamtermészete miatt a fénynyalab nem
*

fokuszalhato egyetlen pontba
— a pontszer( targy képe nem pontszer(, hanem
kiterjedt mintazat — ez hatart szab a felbontasnak

Objektiv
lencse d~200 nm d<200 nm
= e
«  Két targypont képe akkor kilondl le, ha a mintazatok ° e e
kdzépsé maximumai nem fednek at l l
+  Legkisebb feloldhatd tavolsag: @ @
A
d. =~ 5 200 nm = 0.2um
ez a milliméter 5000-ed része a két,pont meg  aket pont nem
éppen klonithetd el
A: a fény hullamhossza (~400 nm), elkilonitheto
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Fluoreszcencia

fluoreszcens mikroszkoppal megjelenithetéek

Fluoreszcencia: foton (fény) kibocsatasa foton elnyelését kovetéen -g

z6ld fluoreszcens fehérje (GFP)

(2008 kémiai Nobel-dij)
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Fluoreszcencia mikroszképpal készitett kép  Konfokalis lézer pasztazo mikroszkoppal

Hagyomanyos fluoreszcens mikroszkop:
* A minta kilonb6z6 z mélységeibdl érkezd
fotonok egymasra vetlilnek

« Mélységélesseq: 2-3 um

— elmosadott kep

Oldaliranyu felbontas: 0,2 um

S um

Non-confocal

készitett kép

Confocal

5 um

Konfokalis lézer pasztazé mikroszkop:
« A minta pontonkénti pasztazasa

* Egy ,tllyuk” apertura csak a fokuszsikbol
szarmazd fényt engedi a detektorra —
vekony szelet leképezése

» Mélységélesség: 0.5 um
— élesebb kép
Oldaliranyu felbontas: 0,2 ym
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3D rekonstrukcio az optikai szeletekbol

=i I
Keék: 0l0 sejt
Z0ld: celsejt
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3D rekonstrukcio az optikai szeletekbol

www.meetthescientist.hu

Keék: 0l0 sejt
Z0ld: celsejt

0I6 T sejt

T sejt receptor

Antigén

W MHC

Antigént bemutaté célsejt

http://biweb2.bi.technion.ac.il/faculty_websites
[reiter/TCR-peptide-MHC%20interaction.htm
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A konfokalis mikroszkop felbontasa (200 nm) nem elegendoé a
molekulakomplexek szerkezetének vizsgalatara

Hogyan javithato a felbontas?
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Eric Betzig Stefan W. Hell William E. Moerner
Howard Hughes Max-Planck-Institut Stanford UniverSity
Medical Institute

A 2014-es kémiai Nobel-dijat Eric Betzig, Stefan W. Hell és William E. Moerner kapta ,,a
szuperfelbontasu fluoreszcencia mikroszkopia” kifejlesztéseert.
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A gerjesztett folt

//7 m /m méretének csokkentése
Detector

7
‘ | | | gerjesztés ~ STED
PhaseMod — 200 nMm nyalab
N, 50 ps — ey
50-200 ps >
y W+
s s I—ix ZBero
Kiurités gerjesztés Point
(STED)
kilrités Megmarado
folt: 20 nm
— p— - L]
Gerjesztes Spc.mta.n' Gerjesztes /\f\‘ /\/\’ (b)
emissziod STED [ Stimulalt
(fluoreszcencia) foton | emisszio
s, — j’ s, — Y
SW Hell, 1994, Optics Letters alapjan http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu alapjan
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Interleukin-15 receptor a eloszlasa T sejt felszinen

Konfokalis kep STED kep

Volké Julianna
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Tavolsagok mérése molekularis vonalzoval:

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
=i I

* Energiaatadas ket festék kozott, haa R <10 nm
» molekularis kolcsOnhatasok terképezése, tavolsagbecslés

Akceptorral jelzett

Donorral jelzett fehérje eloszlasa
fehérje eloszlasa
FRET
y 2-10 nm
Membrane
c r
0.5

n
»
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Molekulak mozgekonysagsaganak mérése:
Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

—

=

V=02um?
Megvilagitott
térfogat

A fokuszon athalado molekula
fluoreszcencia ingadozast okoz

Megmeéri, atlagosan mennyi idé alatt
halad at a molekula a fokuszon

Gyors — szabad molekula
Lassu — kotott allapoti molekula
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Presenter
Presentation Notes
A molekulák mobilitása azok szabad vagy kötött állapotáról adhat felvilágosítást, illetve utal a komplex méretére. A mobilitást fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiával mértük, ami egy fluktuációs módszer.


Transferrin receptor on NRK cell

Real time
Scale=1pm

© Akihiro Kusumi
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van Leeuwenhoek
mikroszkopja 1670
koral

Olympus léezer pasztazo mikroszkap,
Debreceni Egyetem
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AT sejt aktivacioért és az
Immunoldgiai memoria
kialakitasaért felel6s
membran receptorok
osszeszerel6dése
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cFos onkogén fehérje
homodimerizacidja (két azonos
molekula 6sszekapcsolddasa),
kotédése a DNS-hez
Lehetséges szerep tumorok
kialakulasaban

ligand

VANV

Célgén RE

Génmiikodést szabalyoz6
magreceptor fehérjék
aktivacioja
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