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Bevezetés

Bioldgiai mintdk kozott altaldnos a hierarchikusan rendezett, komplex molekularis
szerkezetek  el6forduldsa:  példaul  celluldézszdlak, Osszetapadt membranrégiok,
parhuzamosan futé makromolekula-lancok, onszervez8dé aggregatumok formdjaban. Az
ilyen strukturdk esetében a minta és a polarizalt fény kolcsonhatdsat felhaszndlva mas
modszerekkel nem kinyerhet6 informdciét kaphatunk a minta anizotrép molekuldris

szerkezetérdl.

A Szegedi Bioldgiai Kutatokozpontban konfokalis Iézerpasztdazd mikroszkdpra kidolgozott
differencial-polarizdciés mérési technika (DP-LSM) egyesiti a fénymikroszképos minta-
el6készités egyszerliségét, a konfokalis fluoreszcens leképezés min&ségét és a dikrografok
altal biztositott szerkezeti informaciok elérhet6ségét. A polarizacios mennyiségek ilyen
maodon valo feltérképezése egy mikroszkopikus skaldan mikodé dikrografot valdsit meg (bar a
spektralis mérési lehet&ségeket nélkilozni kénytelen, illetve meghatarozott hullamhosszakra
korlatozott, ugyanakkor a fluoreszcencia polarizacié-tartalmanak vizsgalataval a dikrografok

lehet6ségeit meghaladja).

Doktori kutatdmunkam f6 célja volt bemutatni a DP-LSM hatékonysagat kilonféle
biolégiai rendszerek rendezett szerkezetének feltdrasaban, valamint tovabbfejleszteni az
eljarast és alkalmazhatdsagat szélesebb korben kiterjeszteni. A mikroszkdpos munkamnak
el6zménye az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) petesejtet a dajkasejtekkel 6sszekotd
gy(lirlcsatorndinak vizsgalata volt, ahol a DP-LSM hatékony kiegészit6 technikanak bizonyult
a knock-out mutansokban az aktin-alapu O-gy(rl anizotrép szerkezetének feltarasaban, és
ezaltal hozzajarult a vizsgalt enzimek funkcidjanak azonositdsahoz [Gorjanacz és mtsai,

2006].

Nem csak a szlikebb értelemben vett szerkezetvizsgalati mddszerek keriilnek széba a
DP-LSM-mel kapcsolatban. Meg kell emliteni az olyan alkalmazdsokat is, amelyekben a
differencial-polarizaciés méréstechnika a molekuldk mikrokérnyezetének vizsgdlatdban
jelentett fontos kutatasi el6relépést: sikerlilt példaul human limfocitak sejtmembranjaban
kialakulé lipidraftokat azonositani a fluoreszcens jel6l6k polarizaciéfok-valtozasanak

mikroszkdpos leképezésével [Gombos és mtsai, 2008].



A mikroszképos munkdba valé bekapcsolédasom révén egy régéta zajlé névénybioldgiai
kérdései er6sen megosztottdk-megosztjdk a téma kutatdit. Mustardy és munkatarsai
elektronmikroszképos vizsgalatok alapjan a sztromamembranok és a granum
Osszekapcsolodasanak helikdlis modelljét allitottak fel [Mustardy és Garab, 2003]. Mas
kutatécsoportok ezzel szemben alternativ térbeli szerkezetet javasoltak [Shimoni és mtsai,
2005]. A nagyfelbontasu elektronmikroszkdpos tomografidhoz [Mustardy és mtsai, 2008]
DP-LSM-en folytatott vizsgalatok is kapcsolédtak: a rendezett fotoszintetikus
membranrendszerek DP-LSM-mel feltérképezhet6 [Steinbach és mtsai, 2005], és az
elektronmikroszkdpos vizsgdlatokkal 6sszhangban 4ll6 [Dekker és Boekema, 2005] erds
kettOstorS tulajdonsaga nagy jelent&séggel bir a mikromanipuldcidés technikak szdmara

[Garab és mtsai, 2005a].

A doktori kutatdbmunkdam soran tobbféle fejlesztéssel és alkalmazassal Osszefliggd
témaval foglalkoztam. A dolgozat fejezetei a megvaldsitas id6rendjét kovetik: el6szor a
novényi sejtfalon (Convallaria majalis) és a human amiloid-filamentumokon végzett
vizsgdlatok soran nyert, valamint a mesterséges porfirin-molekuldk ©6nszervez6d6
képességével kapcsolatos eredményeimet ismertetem. Ezekhez a kutatdasokhoz a Szegedi
Bioldgiai Kutatokozpont Zeiss LSM410-es mikroszkdpjara épitett DP-LSM-et haszndltam. A
megjelent publikacidknak, konferencidkon bemutatott kdzleményeknek kdszénhetéen nétt
meg a bizalom és az érdekl6dés a DP-LSM irdnt, igy kerlilhetett sor az ELTE Immunoldgiai
Tanszékén lévé Olympus FV500-as mikroszkdp DP-egységgel vald felszerelésére, és ezzel
parhuzamosan a szegedi DP-LSM-en elvégzett nagyfrekvencias fejlesztésre. Eredményeim

lezarasaként ezt a két munkafolyamatot mutatom be.

Doktori értekezésemben az eddig megjelent munkaimra, publikaciéimra tdmaszkodtam:
Steinbach és mtsai, 2008; Steinbach és mtsai, 2009; Steinbach, 2011a; Steinbach és mtsai,
2011b; Chappaz-Gillot és mtsai, 2012. A technikai fejlesztésekkel kapcsolatban tudomanyos
folyéiratban kézlemény még nem jelent meg. A nagyfrekvencias mérérendszer modulatora

jelenleg szabadalmaztatasi eljaras alatt all. [Bognar és mtsai, 2012].



Célkituzés

Doktori kutatdmunkdm f6 célja a differencidl-polarizacidés |ézerpasztdzé mikroszkdp

(DP-LSM) alkalmazhatdsaganak vizsgalata. Munkdamhoz tartozott a kordabban 6sszeallitott

DP-LSM technikai tovabbfejlesztése és a DP-technika adaptaldsa Uj generacids konfokalis

mikroszkdpokra, ezaltal szélesebb korben elérhetévé tenni ezt a technika.

l. Bioldgiai alkalmazasok:

1.

linedris dikroizmus mérések fluoreszcensen jeldlt novényi sejtfalakon, a

celluldzszalak rendezettségének leképezése

amiloid-filamentumok  szupramolekularis  szerkezetének  feltérképezése

differencial-polarizaciés médszerekkel és az 3D-s modellek alkotdsa

Zn-ketol porfirin molekuldk 6nszervez6dd tulajdonsdgainak nyomon kovetése,
aggregadtumaik szerkezetének megismerése mesterséges fénybegylijté

antennarendszerek (mesterséges kloroszémak) kialakitasa szdmara

II. Technikai fejlesztések:

1.

3.

korrekciék meghatarozdsa a DP leképezés szdmdra a dikroikus tlikrokon

elvégzett Mueller-matrix mérésekkel

a DP-kiegészit6 berendezés adaptdlasa Uj generacids konfokalis mikroszkdpra
(a konfokalis mikroszkép és a DP-kiegészit6 elemek hardveres és szoftveres

Osszekapcsolasa, tesztelése)

nagyfrekvencias DP-LSM prototipus (HRF DP-LSM késziilék) épitése



Anyagok és modszerek

Gyongyviragsejtfal-mintak
A mikroszképos minta gyongyvirag novénybdl (Convallaria majalis) szarmazott. A 15 um
vastag gyokérmetszetet acridine orange festéssel, Eukitt bedgyazassal készitették el [Schaffer

és Bauch, 2004]. A metszetet a Carl Zeiss Jena GmbH (Jena, Germany) forgalmazta

mikroszkdpos tesztmintaként. A Johannes Lieder GmbH & Co. KG Laboratorium termékeke.

Amiloid-filamentumok

A humdn amiloidszalakat a preparalast kovetéen kongd voros fluoreszcens festék 0,1%-
os friss vizes oldataban festették meg 10 percig, amit 30 perces kimosasi fazis, majd a mintdk
gumiarabikum-oldatos lefedése kovetett [Romhanyi, 1958; Romhanyi, 1979]. A mérésre
el6készitett mintakat Makovitzky Jozsef (Department of Neuropathology, University of

Heidelberg, Heidelberg, Németorszag) volt szives rendelkezésemre bocsatani.

Zn-porfirin molekulak

Az onszervezbdésre képes bakterio-klorofill (BChl) molekuldk kloroszémakat épitve igen
hatékony energiatovabbitd antennarendszereket képesek létrehozni. Ezt a természetes
példat kovetve meriilt fel az igény a mesterségesen szintetizalt, a BChl-hoz hasonlé, de
azoknal tartésabb porfirinmolekuldk el6allitdsara. A tavoli cél olcsd, nem mérgez6, a

kdrnyezetet nem szennyez§ hibrid napelemek |étrehozdsa biomimetikus alapokon.

A méréseimhez felhasznalt cink-ketol porfirinmolekuldk preparalasat Silviu Balaban és
kutatécsoportja dolgozta ki [Balaban és mtsai, 2009], és Anita Zup&anova (Biological Centre,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Ceské Budejovice, Csehorszag)
kozremUikodésével juthattam hozzd a mintdkhoz, amelyeken a DP-LSM-mel torténé

vizsgalatokat elvégeztem.

Mueller-matrix mérések

A polarimetriai vizsgalatokat a Szegedi Tudomanyegyetem  Optikai és

Kvantumelektronikai Tanszékén végeztem el, Wollam M-2000F ellipszométer hasznalataval.



Konfokalis mikroszképia

A bioldgiai mintdk mérése sordn hasznalt Zeiss LSM410-es konfokalis mikroszkdp alapja
egy Zeiss Axiovert 135 tipusu fluoreszcens mikroszkdp, ehhez kapcsolddik a haromcsatornas
pasztazé egység, beépitett 543 nm-es és 633 nm-es HeNe lézerekkel és kiils6 (488 és 514
nm-es gerjesztést biztositd) Ar-ion lézerrel. Ezen a mikroszkdpon kerilt sor a nagyfrekvencias

modulacioval kapcsolatos munka elvégzésére is.

Az Uj generacios konfokalis mikroszkdpcsaldadhoz épitett DP-kiegészit6egységet az ELTE
Immunoldgiai Tanszékén 1évé Olympus FV500-as mikroszkdphoz kapcsoltam hozza. Ez a
mikroszkdp 3+1 csatornas pdsztazo egységgel rendelkezik. Optikai szallal becsatolt 543 nm-

es és 633 nm-es HeNe |ézerekkel és tobbvonalas Ar-ion lézerrel gerjeszthet6k a mintak.

Modulacios méréstechnika

A nagysebességl differencial-polarizaciés mérések alapja a fotoelasztikus modulator
(Photo Elastic Modulator: PEM). A PEM-ben taldlhaté amorf kvarc mechanikai feszlltség
hatdsara kett6storé tulajdonsagot mutat. Segitségével fazistolast lehet [étrehozni az
athaladdé nyalabnak az eszkdz ordinarius és extraordindrius tengelyeivel parhuzamos
polarizaciés komponensein. Ezt a valtoztathatd fazistolast hasznaljuk ki a mérés soran

igényelt polarizaciés allapotok nagysebességl periodikus eléallitasara.

Haromféle fotoelasztikus modulatort haszndltam: HINDS Instruments PEM-90-es
egységet a szegedi DP-LSM mérésekre, HINDS Instruments, PEM-100-as egységet épitettem
be az Olympus FV500-as mikroszkdpba, és az Envitech Kft-t6l szdrmazd egyedi épitési
modulatort alkalmaztam a nagyfrekvencids prototipusban a megfelel6 polarizacios allapotok

el6allitasara.

Az ortogonadlis polarizacios allapotokhoz tartozé intenzitasértékek kiilonbségének
meghatdrozasahoz a KFKI-ban fejlesztett (Pawel Kamasa, Wiegner FK, Budapest) ISA buszos
fazisérzékeny detektorkartyat, illetve a SIGNAL Recovery 7280 tipusu lock-in er&sit6t

hasznaltam.



Zeiss LSM410 alapu DP-LSM

A Szegedi Bioldgiai Kutatékozpontban  kifejlesztett  differencial-polarizacids
|ézerpdsztazd mikroszkép mind a gerjesztd, mind az emisszids fényuatban lehetévé teszi a
fény polarizacids allapotanak modulalasat a képfelvétel folyamadn, ezaltal a gyakran hasznalt
differencial-polarizdciés mennyiségek meghatdrozhatdk, feltérképezheték [Pomozi, 2002;

Garab és mtsai, 2005b; Garab és mtsai, 2007]:

Lézersugar-modulacid Fluoreszcencia-analizis
S Linedris dikroizmus (LD Polarizacidfok (P
Linearis polarizacio earis dikroizmus {LD) olarizacidfok (P)

Fluoreszcencia-detektalt Anizotrép fluoreszcencia (r)

linearis dikroizmus (FDLD)

Linedris kettGstorés (LB)

Cirkularis polarizicié Cirkularis dikroizmus (CD) Cirkularisan polarizalt

Fluoreszcencia-detektalt lumineszcencia (CPL)

cirkularis dikroizmus (FDCD)

Az eredmények dsszefoglalasa

Bioldgiai mintakban megtalalhatd molekularisan rendezett szerkezetek vizsgdlata
szamos kutatasi terileten kiemelt feladat. A dikrografokban alkalmazott differencidl-
polarizaciés méréstechnika a rendezett molekulaszerkezetek megismerésének széles kdrben
elterjedt madija (pl. fehérjék és fotoszintetikus komplexek CD spektruma, makroszkdposan
rendezett membranok, komplexek, szuperkomplexek LD spektruma). A dikrograf azonban a
minta teljes térfogatara atlagolva hatarozza meg a szerkezeti paramétereket. Inhomogén
mintak esetében — mint amilyen a sejt- és szbvetpreparatumok nagy tobbsége — jelent8s
informacidétobbletet eredményez a makroszkopikus vizsgalat mikroszképos leképezéssel vald
helyettesitése; szamos esetben az anizotrép sajatsagok csak mikroszképos technikdval

tarhatok fel.

A Ph.D. kutatdmunkam f& eredményei — a DP-leképezésekkel 6sszefliggd bioldgiai

alkalmazasok és a DP-LSM technika tovabbfejlesztése —az alabbiakban foglalhatok 6ssze:



1. tézis. A konfokalis mikroszkdép fluoreszcens mérési madjai bizonyos esetekben
megnehezitik a differencial-polarizaciés mérések kvantitativ kiértékelését: a mikroszkdépban
alkalmazott dielektrikum-vékonyréteg (dikroikus) tikrok kélcsénhatasba lépnek a polaros
fénnyel, és moddositjdk annak polarizaciéos dllapotat. A kapott DP-eredmények
megbizhatdsdganak biztositdsdhoz elvégeztem a mikroszkdp polarizacidallapot-mddositasra
alkalmas dikroikus tiikreinek részletes polarometriai vizsgalatat, és az eredményeim alapjan

korrigdltam a mért nyers DP-mennyiségeket a polarizacidmédositd hatdst figyelembe véve.

A pontos korrekcion alapulé adatfeldolgozas lehet6vé teszi a valds idejl kvantitativ

vizsgalatok elvégzését a DP-LSM-en.

2. tézis. Novényi sejtfalon, acridine orange fluoreszcens festékkel jelolt celluldézszalak
vizsgdlataval bemutattam a konfokalis differencidl-polarizdcios leképezés (FDLD) és a
transzmisszids mdédban végrehajthatd LD-mérések kozotti minGségi kilonbséget. Az optikai
szeletelés felhaszndlasa kikiiszoboli az egymads felett elhelyezkedd rétegek zavard hatasat,

jelent6sen javitja a felvett kép mindségét.

A DP-LSM technika alkalmas a sejtfal-szerkezetek térbeli kvantitativ vizsgalatara.

3. tézis. Az idegtudomdnyok intenziven kutatott teriilete az amiloid-filamentumokbdl
képzddott plakkok kialakuldsanak vizsgalata és jellemzése. Az amiloid-filamentumok, melyek
magas szinten rendezett oldhatatlan fehérje-aggregatumok, szamos neurodegenerativ
betegséggel &llnak kapcsolatban. Kongd vordssel festett, human mintabdl izolalt
amiloidszalak anizotrép szerkezetét vizsgdltam, FDLD-leképezés segitségével. A DP mérések
felismerhet6vé tették az anizotrop szerkezeti sajatsagokat és a fluoreszcens képen homogén

terlleten is jelen |évé periodikus mintazatot.

Az amiloid-filamentumok fluoreszcensen homogén teriiletein a polarizaciéos mintazat
1,6£0,1 pum hullamhosszi periodikus valtozast mutat, ami az elemi szalak ismert, kis
léptékii helikalis strukturajanak ismételt, mikronos skalan megjelené szuperhelikalis

(supercoiled) kialakulasat jelzi.



4. tézis. Bar a Foldet ér6 napenergia mennyisége tizezerszeresen fellilmulja a jelenlegi
igényeinket, hatalmas terlileten oszlik el. A természetben kifejl6dott fotoszintetikus
antennarendszerek példajat kovetve hasznos lenne Onszervez6d6 molekulakbdl
fénybegylijt6 halézatot kiépiteni a napelem-technoldgia hatékonysaganak noévelésére. A
Silviu Balaban és kutatécsoportja altal kidolgozott eljaras biomimetikus Zn-ketol porfirin
el6allitasara igéretes jeldltje a technoldgianak. A DP-LSM-mel elvégzett vizsgalataim jelentds
mértékben hozzajarultak a Zn-ketol porfirinmolekuldakbdl allé nanorodok rendezett belsé
szerkezetének feltardsdahoz és magneses térben valé manipuldlasuk lehetGségeinek
megismeréséhez. Mikroszkdpos méréseim tovabbi spektroszkdpiai technikakkal kiegészitve
lehet6vé tették a tranzicids vektorok orientdcidjanak meghatdrozasat és a térbeli szerkezeti

modell kialakitasat.

Zn-ketol porfirinmolekuldk o©nszervez6d6 mdédon homogén szerkezetli anizotrép
nanorodokat alkotnak, amelyek kiils6 magneses térben rendezheték. A térbeli

modellalkotas pontos adatai DP-mérésekbdl szarmaznak.

5. tézis. A DP-LSM-mel tortén6 mérés hatékonyan alkalmazhatd szerkezetvizsgdlatra, akar
él6 sejtes kornyezetben is. Ez teremtette meg az igényt a DP-technika Uj generacids
konfokalis mikroszképokra valé adaptalasara. A kompakt, modern kivitel tébb technikai
problémat is felvet, ezek miatt szlikséges a Zeiss LSM410-es berendezésen alkalmazott
sémat modositani és haszndlhatova tenni mads gydrtdk mikroszkdptipusaihoz vald
csatlakoztatdsra is. Az Olympus FV500-as konfokalis mikroszkdpon megvaldsitottam a DP-

kiegészit6 kapcsolddasat és az egységek elektronikai 6sszehangoldsat.

A DP-LSM technika az uj generdciés mikroszképokra is adaptalhato; lényegében nem
modositva a mikroszkop belsé szerkezetét, hozzdkapcsolhaté az eredeti berendezéshez. A
konfokalis mikroszképok DP-kiegészitével felszerelve alkalmassa valnak tovabbi

anizotropias szerkezeti tulajdonsagok mérésére.



6. tézis. A differencidl-polarizacios mérések megvaldsitdsdnak meghatdrozé eleme a
fotoelasztikus moduldtor. A képfelvételi id6 csokkentését elsGsorban az korlatozza, hogy a
pasztazas soran az egy pixelen eltoltott id6 alatt elegendd szamd moduldcids ciklusnak kell
végbemennie a megfelel atlagolas eléréséhez. A moduldcids frekvencia novelése a DP-LSM
rendszerekben nem volt elérhet6 a piacon beszerezhetS eszkdzokkel, az Envitech Kft-tdl
szarmazo, velik egyitt fejlesztett fotoelasztikus modulator-egységgel elérhetének tlint a
mérési id6 lecsokkentése. Elvégeztem a mikroszkdphoz kapcsolddds megtervezését,
kivitelezését, majd a teljes rendszer tesztelését. A kész prototipus megépitéséhez

hozzatartozott, hogy a felhasznaldi fellilet programjat is elkészitsem.

A megépitett prototipus 400 kHz-es (optikai) modulaciéjanak koszénhetéen a DP-
képfelvétel ideje az eredeti 100 kHz-es berendezéshez képest 25%-ra csokkenthetd, ami
jelentGsen javitja az eljaras sorozatmérésekre, optikai szeletelésre, él6 sejteken folytatott

vizsgalatokra valo alkalmassagat.

A dolgozatomban demonstraltam a DP-leképezés hatékonysdgdt tobbféle bioldgiai
rendszeren, valamint eredményeket értem el mind a meglévé DP-LSM alkalmazhatdsdgdt,
mind a mds mikroszkdpokra valo dtépitését illetéen. Az elvégzett méréseim és a végrehajtott
fejlesztéseim hozzdjarulhatnak ennek a bioldgiai és anyagtudomdnyi szerkezetvizsgdlati
kutatdsokban haszndlhaté modszernek a szélesebb kérben valé megismertetéséhez és

alkalmazhatdésdgdhoz.
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