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I. BEVEZETES

Az elsO 1ézer megépitésekor, 1960-ban 1j korszak kezdddott az optikdban. A lézerek ezt
kovetd rohamos fejlodése sok mds teriileten is Uj tudomanyos eredményeket hozott, rendkiviil
sok alkalmazast tett lehetové. Az ultrarovid impulzusok el6éllitisa 1964-ben, a
moédusszinkronizalds felfedezésével kezdddott. Bo husz évvel késobb, 1984-ben prizmads
kompresszor alkalmazasaval az impulzushossz mar 27 fs-ra volt roviditheto. Sok alkalmazasi
teriilet azonban az oszcillatorokbdl nyerhetdnél sokkal nagyobb energidkat igényelt, ami az
erdsitett ultrardvid impulzusok eldallitdsdnak kutatdsat vonta maga utdn mar a ’70-es évek
masodik felétl kezdédben egészen napjainkig. Igy az ultrarévid impulzusok megjelenése és
alkalmazdsa hozzdjarult ahhoz, hogy a gyors folyamatok kutatdsdban az elektronikus
eszkozok feloldoképességének elvi hatarat (néhany pikoszekundum) sikeriiljon 4ttdrni. Ezen
impulzusok ~10" W/cm? nagysagrendll intenzitdsa a fény—anyag kolcsonhatds kutatdsa terén
mdir tanulmédnyozhatovad tette a kordbban megjdésolt nemlinedris effektusokat. Ezzel uj
tudomanyteriiletek és spektroszkdpiai alkalmazdsok egész sora jott létre. Az elmult 15-20
évben nagyon aktiv és eredményes kutatdsok zajlottak a femtobioldgia és femtokémia
témakorben, melynek koszonhetden az ezen uj diszciplindk I1étrejottében kozremiikodo
interdiszciplindris kozosség egyik jeles vezetdjét, Ahmed H. Zewailt 1999-ben kémiai Nobel-
dijjal tiintették ki. O olyan, dn. pumpa—préba mérési eljarast fejlesztett ki, amellyel
femtoszekundumos idéskalan kovethetd a kémiai—bioldgiai reakcidk lefolydsa, valamint az
atomok molekuldn beliili mozgasa, mikézben azok a reagdlé molekuldkban atrendezddnek.
Utnak inditva mindezzel a femtoszekundumos spektroszképia irdnyvonalt.

Munkdm sordn ultrardvid lézerimpulzusok spektroszképiai alkalmazdsdval
foglalkozom. Részben femtoszekundumos oszcilldtorok nJ energidji impulzusait hasznéltam,
részben pedig mJ energidra erdsitett impulzusokat, ahogy az aktudlis pumpa—préba kisérlet
megkdvetelte.

Ertekezésem két 6 alkalmazasi teriiletre oszthaté. Az egyik a bakteriorodopszin (bR)
nevli membranfehérje vizsgélata és lehetséges alkalmazdsa az optikai tdvkozlésben, a masik
pedig a flavin adenin dinukleotid (FAD) és a redukalt nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH) koenzimek ultragyors idébontott spektroszkdpiai vizsgdlata. Mivel e koenzimek a
sejtek energiatermeld folyamataiban (energiatranszport ldncban) vesznek részt, vizsgalatukon

keresztiil tobbek kozott a sejtek metabolikus dllapota is tanulmanyozhato.



II. CELKITUZESEK

Biofizikai vizsgalataim egyik tirgya a bakteriorodopszin, a Halobacterium salinarum nevi
archea egyik membranfehérjéje, amely az elmilt 30 év szdmos bioldgiai €s biofizikai
kutatdsanak egyik legjelentdsebb molekuldja. A fehérje fény hatdsira protont pumpdl az
energiatermeléshez a baktérium szdmdra. E funkcidja sordn a bR-ben fényindukalt
torésmutato-valtozas 1ép fel. Ez a jelenség szamos fotonikai felhasznélasi lehetdséget kinal,
tobbek kozott az integralt optikdban (tisztdn optikai elven moékodo kapcsold), az
adattdrolasban (polariziciés hologramok) és a nemlinedris optikdban (mdsodharmonikus
keltés). Mdasrészt tobb publikdciéban javasoltdk a fehérje fotoelektromos tulajdonsdgainak
felhasznélasit is.

Annak ellenére, hogy szdmtalan helyen haszndljdk a bR-t, diszperzidjdra, valamint
koncentraciofiiggd torésmutatdjara vonatkozé pontos mérési adatok az irodalomban nem

allnak rendelkezésre. (1) Célul tiiztem ki_ezért _a bR szuszpenzio koncentrdciofiiggd

torésmutatojanak meghatdrozdsdt, valamint Sellmeier-tipusu diszperzios egyenletek

illesztését a teljes ldthato hulldamhossz-tartomdnyon.

Napjaink kommunikacids hdlézatainak adatforgalma és sebessége folyamatosan
novekszik, jelenleg az 1 Tbit/s-os hdlézat képviseli az elvart sebességet és adatatviteli
kapacitdst. Altaldnos vélemény, hogy a teljesen optikai adatatvitel az egyik legigéretesebb
irdny e cél eléréséhez. Az integralt optikai fejlesztések egyik kulcskérdése egy olyan,
megfeleld nemlinedris optikai (NLO) tulajdonsdgokkal rendelkezd anyag megtaldldsa, amely
aktiv szerepet tolthet be az integralt optikai &ramkorokben. Az egyik uj lehetséges jelolt lehet
a bR, amely kedvezd NLO tulajdonsidgai mellett optikai és mechanikai stabilitdssal is

rendelkezik, és nem utolsésorban olcsé. (2) Célul tiiztem ki _a bR _fotociklus

szubpikoszekundumos (<0.5 ps) bR—I dtmenetének vizsgdlatdt fehérje alapu integradlt

optikai eszkoz megvalositdsa céljabol.

Az elmult években az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokoézpont Biofizikai Intézetében
részt vettem egy Uj femtobioldgiai laboratérium felépitésében, elsGsorban a komplett
femtoszekundumos 1ézerrendszer, valamint a fluoreszcencia kinetikai vizsgalatokhoz
sziikséges frekvencia-konverzids és egyfoton-szamldlé méréberendezés megvaldsitdsdban. A
1étrejott méroberendezés alkalmas a heterogén bioldgiai mintdkban természetesen jelenlevo,
vagy mesterségesen bevitt kromoférok fluoreszcencidjanak széles ido- és spektralis
tartomdnyban torténd vizsgdlatdra, és ezen keresztiil a kromoférok mikrokornyezetében

fellépd valtozasok monitorozdsdra. A legfontosabb autofluoreszcencidval rendelkezd



biomolekuldk kozé tartozik a FAD és a NADH koenzim, amelyek a 1€gzési lanc redox
folyamataiban jitszanak kulcsszerepet. A FAD és a NADH fluoreszcencia kinetika idéalladoit
sz€les korben alkalmazzdk az egészséges €s patoldgids sejtek jellemzésére, ugyanakkor
rendkiviil kevés adat 4ll rendelkezésre arrdl, hogy a mikrokdrnyezet egyes elemi paraméterei
hogyan befolydsoljdk ezeket az iddallandokat. Erdemes tehat korbejarni, hogy ezen
molekuldkon oldat fazisban az olddszerek polarossdganak, H-kotéseinek és pH értékeinek
véltoztatdsdval milyen véltozasok Iépnek fel fluoreszcencia jellemzOokben, és dsszehasonlitani

a valds biolégiai kornyezetben mérhetd értékekkel. (3) Célul tiiztem ki a FAD koenzim

fluoreszcencia életidejének mérését a 100 fs — 10 ns iddtartomdnyon kiilonbozd

mikrokornyezetekben (kiilonbozd oldoszerekben illetve fehérjéhez kotve).

A NADH molekula két kromoférja kozott hatékony FRET (fluorescence resonance
energy transfer) folyamat johet 1étre, melynek mértéke erdsen fiigg a molekula konforméacids
allapotatol. A gerjesztést kovetd intramolekularis folyamatok pontosabb megértése céljabol —

a késobbi tervezett fluoreszcencia méréseket megelézéen — (4) célom volt, hogy a NADH

koenzim kiilonbozo (nyitott és zdrt) konformdcios dllapotait részletesen tanulmdanyozzam

tranziens abszorpcios mérések alkalmazdsdval.

IIT. KiSERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

Munkam sordn femtoszekundumos fényforrasokat hasznaltam, melyek titin-zafir
oszcillatorok, illetve CPA (Chirped-Pulse Amplification, fdzismoduldlt-impulzus erdsités)
lézerrendszerek voltak. Az aldbbi felsoroldsban sorra kitérek a méréseim sordn alkalmazott
kisérleti médszerekre €s mérési elrendezésekre, valamint ismertetem a bioldgiai mintdk
elokészitését is.

1. A bR koncentriciofiiggé torésmutatéjanak méréseihez a bR mintat a Szegedi Bioldgiai
Kutatékézpont Biofizikai Intézetébdl, szuszpenzié formdjaban kaptam. A kiilonb6z6
koncentraciokat (0 és 80 uM kozott) 10mM-os, pH 7.0-es Tris(thydroxymethyl)-
aminomethane puffer (Sigma-Aldrich Co. LLC) hasznalataval allitottam be.

A folyadékminta torésmutatdjanak meghatdrozdsat klasszikus refraktometriai
moédszerrel végeztem, a minimélis devidcié szogének mérésébdl. A puffert, majd a kiilonb6z6
koncentriciéji bR szuszpenzidkat egyenként iiregprizméba tettem, és a goniométerbe
helyeztem. A minimélis devidcié szogének leolvasdsa kamerdval tortént. Méréseim sordn két
kiilonbozo fényforrast alkalmaztam. A 390-780 nm k&zotti hullimhossztartoméanyon 200 W-

os dtlagteljesitményli Xe ldmpa kollimalt fényét haszndltam. A kivant hulldimhossz-értéket



SPM-2 monokromadtorral allitottam be, ahol a spektralis sdvszélesség mindvégig 0.4 nm volt —
igy a 60 uW teljesitményli megvildgitissal megakadédlyoztam a minta gerjesztését, és a
kifakulast is kikiiszoboltem. A 780-880 nm kozotti hullimhossztartomanyon torténd
mérésekhez 70 MHz ismétlési frekvencidjd, titdn-zafir 1ézer oszcilldtordnak impulzusait
haszndltam. A 100 nm spektralis félértékszélességii (~18 fs) fényt egy Jobin Yvon H20UV
monokromadtorba vezettem (ahol a spektrilis sdvszélesség szintén 0.4 nm volt), majd
leképeztem az tiregprizma falara.

Meéréseimet Dr. Osvay Kdroly irdnyitdsa alatt a Szegedi Tudomdnyegyetem Optikai és
Kvantumelektronikai Tanszékén taldalhato TeWaTi laborban dsszedllitott femtoszekundumos
titdn-zafir lézer oszcilldtordnak impulzusaival végeztem, néhdny mérésnél pedig nagynyomdsii

xenon-ldmpdt haszndltam.

2. Az ultragyors optikai fénykapcsolds megvaldsitdsa céljabol végzett pumpa—proba
méréseimet 10 Hz-es, TW-osztidlyd 1ézerrendszer 800 nm-es impulzusaival végeztem,
amelyeket két részre osztottunk. Az intenzivebb részbdl optikai parametrikus fazismodulalt
impulzus-erosités és fazismodulalt 6sszegfrekvencia-keltés kombindcidjaval allitottuk eld a
150 fs idStartamra 6sszenyomott, 80 pJ energidji pumpa impulzusokat. Ezzel az impulzussal
a bR abszorpcids sdvjat gerjesztettem 530 nm-es kozponti hullimhosszon, elinditva a
membranfehérje fotociklusat. A 800 nm-es, 1 W] energidgju préba impulzus spektralis
savszélessége 0.2 nm, transzformdacié-korlatozott idébeli félértékszélessége pedig 3 ps volt,
amelyet egy 1800 mm ' -es arany bevonati rics, egy optikai rés, illetve Fabry—Perot-
interferométer (finesse ~ 50) alkalmazasaval allitottam eld. Az impulzusokat megfeleld
késleltetés utan egy bR filmmel bevont racsos csatoldsu sik hullimvezetore irdnyitottam. A
hullimvezetobe a megfeleld beesési szog alatt becsatolt fény intenzitdsdnak valtozdsat egy
gyors fotodiddaval (Thorlabs, DETI0OA) és egy sokcsatornds oszcilloszképpal (LeCroy
WaveRunner 6100A) mértem.

Méréseimet OPCPA (optical parametric chirped-pulse amplification, optikai
parametrikus fdzismoduldlt impulzus erdsités) rendszerrel végeztem az SZTE Optikai és
Kvantumelektronikai Tanszék TeWaTi lézerlaboratoriumdban Dr. Osvay Kdroly és Dr. Dér

Andrds vezetésével.

3. A FAD minta a Sigma-Aldrich Co. LLC vallalattél szarmazott. Méréseimhez 3 mM-os
torzsoldatot készitettem S0mM-os, pH7.0-s foszfat pufferben. A mérésekhez a torzsoldatot

tridesztillalt viz, dioxan, etanol és DMSO oldatokkal 1:1 ardnyban higitottam, igy méréseim



soran a FAD koncentraciéja mindvégig 1.5 mM volt. A flavocitokromhoz kotott FAD minta
Dr. Bagyinka Csabatdl és Dr. Rdkhely Gabortdl szdrmazott.

Az id6felbontdsos fluoreszcencia mérésekre laboratériumunkban a kdzelmiltban egy
titdn-zafir oszcillditoron alapulé kombindlt mérési elrendezést épitettiink, amely a
fluoreszcencia kinetikat frekvencia konverzids (up-conversion) és iddkorreldlt egyfoton
szamlalds (TCSPC) mdédszerével egyardnt képes mérni. Az oszcillatorbdl érkezd, kettéosztott
nyaldb egyik része optikai pumpaként, a maésik pedig kapuimpulzusként szolgilt. A
pumpakarban haladé impulzust masodharmonikus-keltés céljabol egy BBO kristdlyba
fokuszaltam. A masodharmonikussal gerjesztett minta altal emittalt fluoreszcencidt egy nagy
aperturdju off-axis parabola tiikkorpar segitségével gylijtottem Ossze, majd fékuszaltam. A
frekvencia-konverzids elrendezésben az imént ismertetett médon Osszegyljtott fluoreszcencia
fény, valamint a kapuimpulzus egy mdasik BBO kristidlyra fékuszédlodott. A kristidlyban
keletkezd Osszegfrekvencia nyaldbot egy monokromator belépd résére fokuszdltam. A
monokromator egyik kimenetén egy folyékony nitrogénnel hiittt 1024x256 pixela CCD
detektor helyezkedett el, biztositva a teljes spektrum egyideji detektalasat. A spektralis
bontdshoz 300 vonal/mm-es optikai ricsot haszndltam. A TCSPC elrendezésben a
parabolatiikrokkel Osszegyljtott fluoreszcencia fényt kollimédltam, majd kozvetlenil a
monokromdtor belépd résére képeztem le. A monokromdtor mésik kimenetén egy lavina
(avalanche) fotodidédat (IDQuantique, ID-100) helyeztem el az egyfoton szdmlalast végrehajté
elektronikai egységhez kapcsoltan (Becker&Hickl GmbH).

Méréseimet a Magyar Tudomdnyos Akadémia Szegedi Biolégiai Kutatokozpontjaban
végeztem Dr. Groma Géza irdnyitdsa mellett, femtoszekundumos oszcilldtort haszndlva

fényforrdsként.

4. Az abszorpcié kinetikai méréseknél 3.0x10* M koncentrici6ji NADH mintdkat
hasznédltam. Puffernek 0.1 M PIPES-t (1,4-Piperazine-diethanesulfonic acid) valasztottam pH
7.0 értéken, mert az irodalom alapjan a NADH stabilitdsa e puffer esetén az optimélis, illetve
a minta degradécidja elkeriilhetd. A nyitott és zart konformdcids dllapotok egyensilyi ardnyét
metanol hozzdadasaval szabdlyoztam, igy 0, 50, 70 és 80 % metanol koncentraciok esetében
vizsgaltam a kinetikakat.

A tranziens abszorpcids méréseket standard pumpa—préba moédszerrel végeztem. A
mérések sordn a NADH adenin csoportjat gerjesztettem 266 nm koézponti hullimhosszi
pumpa impulzussal, amelyet az erdsitett titin-zafir rendszer (5 kHz, 40 fs, 500 wJ)

impulzusainak harmadik harmonikusdval allitottam eld. A préba nyaldbot a 330-630 nm



tartomdnyban fehér fény kontinuum keltésével allitottam el6. A minta el6tt a kontinuumot két
részre bontottam, egyik volt a proba nyaldb, masik pedig referenciaként szolgilt az
abszorpcid-véltozds pontos meghatdrozdsdhoz. A minta utdn a préba és referencia-nyaldbot
monokromatorba vezettem, és hiitott CCD kameraval detektdltam a spektrumokat. A kinetikai
mérések idébeli felbontdsa ~100 fs volt. Mintatarténak egy 0.5 mm 4tmérdji négyzetes kvarc
kiivettdt haszndltam, melyben a folyadékmintdkat egy perisztaltikus pumpa segitségével
dramoltattam. Az eredményeim kiértékelése soran Matlab-ben irtam programokat, amelyek
tartalmaztdk az id6- és spektrélis kalibracidkat, a hattérkorrekciokat €s az SVD-szlirést.
Mindezek utdn olddszer korrekciot végeztem.

Méréseimet a strasbourgi CNRS-IPCMS DON (Department of Optics and
Nanophotonics) intézetben végeztem Prof. Stefan Haacke irdnyitdsa alatt. Méréseim sordn

femtoszekundumos erdsitett lézerrendszer impulzusait haszndltam.

V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
Tudoményos eredményeimet az aldbbi tézispontokban foglalom Gssze:

1. A minimdlis devidci6 szogének mérésébol meghatdroztam a torésmutaté értékeket, ahol
a levegd diszperzidjat az aktudlis laboratériumi dllapotra nagy pontossdggal kiszdmoltam a
hémérséklet- €s nyomdsfiiggd Sellmeier-egyenletbdl. Eldszor meghatdroztam a TRIS puffer
torésmutatdjat, majd a bR szuszpenzidk torésmutatdjat kiilonbdzd koncentracidkon 390-880
nm kozti hullimhossztartomanyon. Els6ként adtam meg a TRIS puffer és a bR szuszpenzi6

Sellmeier-egyiitthatéit [J1, C1-C4, K1-K3].

2.  Integralt optikai hullimvezetd felszinére szaritott vékony bR réteget alkalmazva pumpa-
proba mérésekkel kimutattam, hogy a bR abszorpcidja miatt bekovetkezd torésmutatd-
valtozas hatdsdra a hullimvezetObe csatolt vezetett mdédus rezonanciacsicsa a gerjesztést
kovetden szubpikoszekundumos id6 alatt eltolédik. Mérési eredményeimet Osszevetettem a
bR fotociklusara vonatkoz6 idédllandok értékeivel, amelyek alapjdn szdmoldssal igazoltam,
hogy a mért jel intenzitds-véltozasat foként a BR-I atalakuldssal egyiitt jar6 torésmutato-
véaltozds domindlja. Az eredmények tisztin mutatjdk, hogy a bR fotociklusdnak BR—I
atmenete alkalmazhat6 ultragyors, tisztdn optikai elven miikodd fénykapcsoldsra [J2, C5-C9,

C11-Cl16, C20, K4, K5].

3.  Részt vettem egy femtoszekundumos idéfelbontdsti komplex fluoreszcencia kinetikai
mérorendszer megépitésében és kalibralasaban. Megmértem a FAD fluoreszcencia kinetikéjat

széles id6- és spektralis tartomdnyon vizben, viz-dioxan, viz-etanol, viz-DMSO oldatokban,



valamint flavocitokromhoz kotve, amely segit megérteni a koenzim intra- és extramolekuldris
kolcsonhatésait. Egy 1j kiértékelési algoritmust (Basis Pursuit Denoising) el6szor alkalmazva
megéllapitottam, hogy oldatok esetében a FAD fluoreszcencia lecsengése négy komponenssel
jellemezhetd, amelyek egy nyitott és harom kiilonb6z6 zart konformécidnak tulajdonithatok.
Ezeken tdl vizben a szolvaticids dinamikdra utaldé 500 fs-os iddallandét is sikeriilt
kimutatnom. Az daltalam els6ként tanulmdnyozott flavocitokrom (FCC) fluoreszcencia
kinetika minden mds kornyezetnél nagyobb mértékii kioltdst mutatott, ami a kromoférnak az
aminosav oldallancokkal valé erfs kolcsonhatasiara utal. A széles ido- és spektralis
tartomdnyban végzett és Uj, igen hatékony mddszerrel kiértékelt kisérletek a FAD
fluoreszcencia mechanizmusdnak minden eddiginél komplexebb leirdsat eredményezték [J3,

J4, C10, C17, C19, C21, K6].

4. Femtoszekundumos pumpa-préoba mddszerrel megmértem a NADH tranziens
abszorpcigjat 0, 50, 70 és 80 % metanol koncentridcidkon, ami a molekula kiilonb6z6
konformécids éllapotairdl ad informaciot. A mért adatok globdlis analizise eredményeként az
abszorpci6 kinetikdk 250 fs, 3 ps és 350 ps iddéllandokkal voltak jellemezhetéek. A 250 fs-os
idéallando az adenin csoport gerjesztett dllapoti abszorpcidjanak tulajdonithato. A masodik €s
a harmadik komponens metanol-mentes minta esetében rendelkezik nagy amplitidé értékkel.
Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy vizben az energiaitadds az adenintdl a
nikotinamidhoz 3 ps idééllanddval jellemezhetd, majd a nikotinamid csoport a gerjesztett
allapotb6l 350 ps alatt tér vissza alapdllapotba. Novekvd metanol koncentricidval az
energiaatadast biztosité zart konforméacié populécidja egyre csokken [J5, C18], ami a fenti

lassti komponensek stlydnak csokkenéséhez vezet.
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