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1. BEVEZETES

Az els6 1ézer megépitésekor, 1960-ban 0j korszak kezdddott az optikdban. A lézerek ezt
kovetd rohamos fejlodése sok mas tertileten is ) tudomanyos eredményeket hozott, rendkiviil
sok alkalmazast tett lehetové. Az alapkutatasokban azodta szinte naprol-napra ujabb
eredményeket érnek el ezen eszkdzokkel, mint példaul az attoszekundumos impulzusok,
lézeres  gyorsitds, Bose-Einstein-kondenzacié terén. A  mindennapi életben a
l1ézerlemezjatszoktol a szaloptikan alapuld fénytavkozlésig, a traffipaxoktdl a hologramokig,
az orvosok munkaeszkozein at gyakorta talalkozhatunk a technika ezen vivméanyaival.

Mar az elsd lézerek megjelenésétdl kezdve a kutatok érdeklédésének homlokterébe
keriilt a kiilonboz6 moddszerekkel eldallitott rovid lézerimpulzusok iddtartamanak
csokkentése. Ertheté ez a torekvés, hiszen a l1ézerek segitségével olyan idSben, térben és
spektralisan egyarant jelentds és szabalyozhato energia-kondenzaciot sikeriilt elérni, amely
addig mind az optikai, mind pedig a spektroszkopiai gyakorlatban ismeretlen volt.

Az ultrarévid impulzusok eléallitasa 1964-ben, a mdédusszinkronizalas felfedezésével
kezdédott [1]. Husz évvel késébb, 1984-ben felismerték, hogy a lézerrezonatoron beliil
elhelyezett prizmas kompresszor alkalmazéasaval a csoportsebesség-diszperzid csokkenthetd
[2-4], igy az impulzushossz akar 27 fs-ra rovidithetd [5]. Manapsdg a rezonatorban un.
fazismodulalt tiikkroket [6-8] és/vagy telitddd abszorbert hasznélva [9] 3—4 fs impulzushossz is
elérhetd [10, 11]. Sok alkalmazasi teriilet azonban az oszcillatorokbdl nyerhetdnél 1ényegesen
nagyobb energidkat igényel [12], ami az erdsitett ultrarévid impulzusok eldallitasanak
kutatasat vonta maga utan mar a >70-es évek végétdl kezdodden egészen napjainkig [13].

A legjelentdsebb eldrelépés ezen a teriileten a fazismodulalt impulzuserdsités (chirped
pulse amplification, CPA) felfedezése volt [14-16]. Ennek Iényege, hogy az erdsitendd
impulzusok idébeli hosszat elobb megnyujtjak, majd erdsités utan dsszenyomjak. Minderre
azért van szlikség, mert nyujtds nélkiil az impulzusok intenzitdsa az erdsitdben annyira
megnéne, hogy roncsolnd magit az erdsitd kristalyt, illetve maga az impulzus térben és
1d6ben nemkivanatos torzulasokat szenvedne — tObbek kozott az  Onfokuszalas,
onfazismodulacio ¢és kovetkezményei miatt. Megnyujtott idétartama, azaz lecsokkentett
intenzitdsa miatt az igy kapott fazismodulalt impulzus mar felerdsithetd az optikai elemek
roncsolasdnak veszélye nélkiil. Ez torténik meg a mésodik 1épésben. A mar megerdsitett, de
még nyujtott impulzust egy megfeleld kompresszorral 6ssze kell nyomni kdzel az eredeti

hosszara.



Az ultrarovid impulzusok megjelenése és alkalmazasa hozzajarult ahhoz, hogy a gyors
folyamatok kutatasdban az elektronikus eszk6zok feloldoképességének elvi hatarat (néhany
pikoszekundum) sikeriiljon 4ttérni. Ezen impulzusok > 10'® W/ecm?® nagysagrendi intenzitisa
a fény—anyag kolcsonhatas kutatasa terén mar tanulmanyozhatova tette a korabban megjosolt
nemlinedris effektusokat. Ezzel 01j tudomanyteriiletek és spektroszkopiai alkalmazasok egész
sora jott 1étre. Az elmult 15-20 évben nagyon aktiv és eredményes kutatasok zajlottak a
femtobiologia és femtokémia témakorben, melynek kdszonhetden az ezen uj diszciplinak
1étrejottében kozremiikodd interdiszciplinaris kozosség egyik jeles vezetdjét, Ahmed H.
Zewailt 1999-ben kémiai Nobel-dijjal tiintették ki [17-19]. O olyan, un. pumpa—préba mérési
eljarast fejlesztett ki, amellyel femtoszekundumos iddskalan kovetheté a kémiai—biologiai
reakciok lefolydsa, vagyis az atomok molekulan beliili mozgasa, mikdzben azok a reagald
molekulakban atrendezédnek. Utnak inditva mindezzel a femtoszekundumos spektroszképia
iranyvonalat.

Munkam soran ultrarévid 1ézerimpulzusok spektroszkdpiai alkalmazéasaval
foglalkozom. Részben femtoszekundumos oszcillatorok nJ energiaji impulzusait hasznaltam,
részben pedig mJ energidra erdsitett impulzusokat, ahogy az aktualis pumpa—proba kisérlet
megkovetelte. FErtekezésem két f6 alkalmazasi teriiletre oszthatd. Az egyik a
bakteriorodopszin membranfehérje vizsgalata ¢s lehetséges alkalmazasa az optikai
tavkozlésben, a masik pedig a flavin adenin dinukleotid és a redukalt nikotinamid adenin
dinukleotid koenzimek ultragyors idébontott spektroszkopiai vizsgalata. Mivel e koenzimek a
sejtek energiatermeld folyamataiban (energiatranszport ldncban) vesznek részt, vizsgalatukon

keresztiil tobbek kdzott a sejtek metabolikus allapota is tanulmanyozhato.

skksk

Dolgozatomban el0szor roviden attekintem a tudoményos elézményeket. Bemutatom a
kisérleteim soran hasznalt biologiai anyagokat — a bakteriorodopszin, a flavin adenin
dinucleotid és a redukalt nicotinamid adenin dinucleotid —, kitérve a technikai alkalmazasi
lehetdségekre, illetve kutatasuk jelentdségére. Ezutan 6sszefoglalom az ultrardvid impulzusok
terjedését, a hullamvezeték mukodését, az abszorpcids és fluoreszcencia spektroszkdpiai
modszerek alapjait, illetve az ehhez szorosan kapcsoldodod definicidkat, az elekrodinamikai és
nemlinedris optikai vonatkozasokat. A kovetkezd fejezetben a tudomdanyos elézmények
ismeretében megfogalmazom célkitlizéseim. A negyedik fejezetben ismertetem az alkalmazott

kisérleti eszkozoket valamint mérési modszereimet. Bemutatom az altalam hasznalt 1ézerek,



lézerrendszerek fobb paramétereit, kitérek a konkrét kisérleti elrendezésekre, a kisérletek
soran hasznalt bioldgiai anyagok eldkészitésére, a mérési adatok kiértékelésére. Az 6tddik
fejezetben részletesen ismertetem 0j tudomédnyos eredményeim. Végezetiil pedig magyar
majd angol nyelven tézisszerii 6sszefoglalast adok eredményeimrol.

Méréseimet a Szegedi Tudomdanyegyetem Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékén
(TeWaTi Kutatocsoport), a Magyar Tudomdanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kutatokozpont
Biofizikai Intézetében (Femtobiologiai laboratdrium), valamint a strasbourgi CNRS IPCMS,
Département d’Optique ultrarapide et de Nanophotonique (BIODYN Kutatdcsoport)

lézerlaboratériumaiban végeztem el.



2. TUDOMANYOS ELOZMENYEK

2.1. A VIZSGALT BIOLOGIAI ANYAGOK

E fejezetben Osszefoglalom az altalam vizsgélt bioldgiai anyagok fobb tulajdonsagait, fizikai
paramétereit, bemutatom mind a bakteriorodopszint, mind pedig a koenzimeket részletesen.
Kiilon kiemelem, miért fontos e bioldgiai anyagok kutatdsa, miikddésiik illetve szerepiik

tanulmanyozasa.

2.1.1. A BAKTERIORODOPSZIN ES ALKALMAZASAI

Az archedk doménjébe tartozo halobaktériumok, igy a Halobacterium salinarum is a magas
sotartalmu, napfényben gazdag vizek lakoi, nagy mennyiségben talalhatoak meg példaul
tengermelléki soleparld6 medencékben [20]. A nagyjabol 0.5 um atmérdjii és 4-10 pm
hosszisagu, palcika alakl sejt helyvaltoztatdsdhoz csillokat hasznal. Sejtfalat szabalyos,
hexagonalis racsba rendez6dott 200 kDa molekulasulyu glikoprotein és kevés szénhidrat
alkotja. Ez a fal veszi koriil a lipidekbdl felépiil, pigmentalt sejtmembrant.

Kideriilt, hogy a baktérium sejtmembranjdban a szemben taldlhatd rodopszin nevii
molekuldhoz nagyon hasonlé fehérje talalhato (1. dbra), melyet bakteriorodopszinnak (bR)
neveztek el [21]. Szerepe — a fotoszintéziséhez hasonldan — a napfény energiajanak atalakitasa
biokémiai energiaforméava [22]. Az utdbbi évek genetikai vizsgalatai alapjan kideriilt, hogy
egy igen kozonséges baktérium (SAR 86) is tartalmaz egyfajta rodopszint. A részletesebb
vizsgélat megallapitotta, hogy ennek szerepe szintén a napfény energidjanak hasznositasa
[23]. E baktérium igen nagy mennyiségben van jelen valamennyi tengerben, 6ceanban, ami
azt jelenti, hogy a foldi napfényenergia hasznositasdban sokkal nagyobb a rodopszinok
szerepe, mint azt kordbban gondoltuk.

Egyszerli kezelhetdsége miatt a Halobacterium salinarumnak — illetve ezen belil is
illetve biofizikus foglalkozik. Mivel a kisérletek soran a molekula szamos gyakorlati
alkalmazhatdsagara is fény deriilt, manapsag a bR a biotechnoldgidban ill. biofotonikaban is
népszerii molekulava valt.

A bR-re eldszor biologiai alapkutatdsok soran figyeltek fel. Ez a rendszer sokkal
egyszeriibb, mint akdr a kloroplasztisz, akar barmely mas ismert biologiai energiaatalakito

rendszer, igy sokkal konnyebben tanulmanyozhat6 [22]. Az ehhez hasonld egyszerii



rendszerek megismerése a biologidban szamtalanszor jelenti az elsé 1épést a komplexebb
rendszerek feltérképezésében.

A bR fehérjemolekula hét alfa-hélixbdl (/.a abra, 4, B, ...G betlikkel jelolve) és
koriilbeliil 250 aminosavbol all [24]. A fehérjék a sejt feliiletén szabdlyos hexagonalis
kristalyszerkezetet alkotnak [25], ezek az ugynevezett bibormembran foltok, amelyek akar a
sejt teljes feliiletének 50%-at is elfoglalhatjak. A fehérje bibor szinét egy hozza kapcsolodo
kromofor, a retindl adja. (A retindl kozonséges festékanyag, tulajdonképpen az A-vitamin
egyik alapja). A fehérjemiikdés soran fény hatdsara proton pumpalddik a sejt belsejébdl az
extracellularis térbe, az igy létrejott elektrokémiai gradiens késobb a sejt szdmara az élethez
sziikséges energiava alakul [21, 26].

A fehérje belsejében egy retindl molekula taldlhato, amely a 216-os szamu lizin
oldallanchoz kapcsolodik protonalt Schiff-bazison keresztiil (/.a ébra). A retinal egy foton
elnyelése hatdsdra izomerizalédik, a Schiff-bazis protonja kiilonboz6, funkciondlis
szempontbol aktiv csoportokon keresztiil a sejten kiviili térbe jut, majd a retindl a membran
belseje feldl reprotondlodik és a fehérje ujra alapallapotba kertil, készen egy ujabb ciklusra. A
proton transzlokdcioja sordn a fehérje kiilonbozé konformacids allapotokon megy keresztiil,

amelyek spektroszkopiailag jol elkiilonithetOk egymastol, amint ezt az /.b dbra mutatja.

INSIDE
(Cytoplasmic
surface!

1. abra — A bR szerkezete (a), valamint fotociklusa (b) [27]

Ezen allapotok sorozatét hivjuk fotociklusnak (1.b és 2. abra):

BRs70—1460—J625—Ke10—Ls540—>Ma10—Ns50—0630—BRs79



A betiik az alap és a koztes allapotokat jelolik, az indexek pedig az abszorpcids maximumok
hullamhosszat nm-ben. Minden koztes allapot is fényérzékeny [28, 29], azaz megfeleld
hulldmhosszasagt fénnyel torténd masodik gerjesztés utdn a molekula rovid idén beliil
visszatér az alapallapotba (BRs7).

A fentiek miatt a bR-t gyakran nevezik ,,optikailag programozhat6” anyagnak [27].
Optikai mindségli vékonyrétegeket is gyakran készitenek beldle, amit a bioelektronikai ill.
fotonikai alkalmazdsokban hasznalnak. Ezekben a széritott bR mintdkban példaul a fotociklus
M utani allapotokat nem tartalmaz, igy kozvetleniil M-bdl cseng le a BRsy alapallapotba. Az
egyes allapotok élettartama (2. abra) néhany szaz fs-t6l (BR — I — J) tobb szaz ms-ig tart (M
— BR) [30, 31].
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2. abra — A bR fotociklusa az atmeneti idéallandokkal [32]

A fotokémiai reakciokkal egylitt jar az abszorpcid valtozéasa, igy a torésmutatod is
megvaltozik a Kramers—Kronig-relacionak (I1d. 2.2.1.2 fejezet) megfelelden [33, 34], melyeket

a 3.a és b abrakon mutatok be.

Abszorpcié [rel. egys.]
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3. abra — A bR abszorpcios spektrumai (a) és torésmutatdjanak valtozasa (b) a kiillonb6z6
konformacids allapotokban [35]



A bioelektronikdban rogton felismerték ezen optikai tulajdonsadgok perspektivajat. Napjaink
kommunikécids halozatainak adatforgalma és sebessége folyamatosan novekszik, jelenleg az
1 Tbit/s-os halozat képviseli az elvart sebességet és adatatviteli kapacitast. Altalanos
vélemény, hogy a teljesen optikai adatatvitel az egyik legigéretesebb irany e cél eléréséhez.
Az integralt optikai fejlesztések egyik kulcskérdése egy olyan, megfeleld nemlinearis optikai
(NLO) tulajdonsagokkal rendelkezd anyag megtaldldsa, ami aktiv szerepet tolthet be az
integralt optikai aramkorokben. Erre a célra mindeziddig folyadékkristalyokat, illetve
félvezetd anyagokat hasznaltak, melyek azonban nem véltak be maradéktalanul. A legfrissebb
kutatasok szerint sokoldali és koltséghatékony megoldast jelenthetnek erre a célra a szerves,
n-konjugalt anyagok a jelenleg alkalmazott szervetlen, félvezetdé anyagok helyett [36-38]. A
szerves anyagok ugyanis magas (harmadrendli) polarizdlhatésaggal rendelkeznek, rdadasul
kétfoton-abszorpcids veszteségek nélkiil. Ezekkel azonban problémak adodtak, mivel a
folyadékkristalyok nem rendelkeznek elegendden nagy fényindukalt torésmutatd-valtozassal,
a szerves kémiai uton eldallithatdé n-konjugalt anyagok fejlesztése ¢€s az optikai felhasznalas
szempontjabol térténd optimalizalasa pedig még hosszabb id6t vesz igénybe'. A természet
altal készen ,kinalt” m-konjugalt anyagnak, a bakteriorodopszinnak viszont amellett, hogy
mas optikai anyaggal Osszemérhetd az indukalt torésmutato-valtozasa, a stabilitdsa is
megfeleld, sot szaritott réteg formajaban akér évtizedekig meg6rzi funkcionalitdsat. Emellett
gyakorlatilag tetszélegesen sokszor ujragerjeszthetd, genetikai moddositasokkal kiilonb6zo
tulajdonsagai — példaul az egyes allapotok lecsengési ideje — széles hatarok kozott
valtoztathatoak, igy kinetikailag is igen jol tervezhetd [39].

Mindezek miatt a bR-t az integralt optikaban, de szdmos mas helyen is igen valtozatos
modon alkalmazzak. A bR segitségével példaul optikai kapcsold épithetd [40], ami a bR
fényindukalt torésmutato-valtozasat hasznalja ki. A publikaciok egy része a fehérje
fotoelektromos tulajdonsagainak felhasznaldsat targyalja [41], illetve szamos szabadalom
alapul azon, hogy a bR polarizacios hologramok rogzitésére képes, ezaltal dinamikus, optikai
adattarol6 eszkozok alapjat képezheti a jovoben [42, 43]. A fentieken kiviil szamos publikacio
jelent meg a bR egyéb felhasznalasi lehetdségeirdl: UV szlir6ként, optikai teljesitmény-
hataroloként 1is alkalmazhat6 [44], valamint nemlinedris optikai tulajdonsdgainak
felhasznalasa révén masodharmonikus keltésére is alkalmas lehet [45-48].

Az elektronikéban ismert kapcsolok pontosan gy befolyasoljak az elektromos jeleket,

mint az elézd bekezdésben megismert szerkezet a fényjeleket. Ezzel a modszerrel a bR-nek

! Jollehet ez az élettartam néhanyszorosara ndvelheté alacsony hémérséklet, illetve extrém alacsony paratartalom
mellett, de ezeket a koriilményeket a gyakorlati alkalmazas soran nehéz létrehozni.
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akar teljesen optikai uton miikodé chipek létrehozasaban is kulcsszerepe lehet. Sokkal
valoszinlibb azonban, hogy az optikai szamitogépek helyett csak a tovabbra is elektromos
uton miik6dd chipek kozotti kommunikacioban fogjak felvaltani a fényjelek az elektromos
jeleket. Ennek elsédleges oka, hogy a szamitogépekben ma az adatfeldolgozas sziik
keresztmetszetét nem a mikroprocesszor, hanem az adatbuszok jelentik, igy ezek gyorsitasa
segitheti a teljesitmény tovabbi ndvelését. Mivel az elektromos jeltovabbitas sebessége €s a
tavolsaga a tudomanyos—technikai hatar kézelében van, az egyik megoldast a tisztdn optikai
jeltovabbitas jelentheti [49]. A nagysebességii internet kapcsolatokhoz maér manapsag is
fényjeleket hasznalnak, melyek optikai szalakban haladnak. Komoly kutatasok folynak —
tobbek kozott az Intel-nél is — olyan modszerek kidolgozasara, amellyel az optikai jelatvitelt a
szamitogép chipjeinek, memoridjdnak ¢és hattértarjainak kommunikacidja soran s

alkalmazzak [50].

2.1.2. KOENZIMEK

Nagyon sok enzim Osszetett fehérje, igy miikodésiikhoz egy nem fehérje természetii molekula
sziikséges, amit koenzimnek neveziink. A koenzimek kis molekulatomegi, eltérd kémiai
karakterii szerves vegyiiletek, amelyek egyes esetekben fémiont is tartalmaznak. Az
enzimfehérjéhez kémiai kotésekkel kapcsolodnak. Ezek a kotések nagyon kiilonbozok
lehetnek (pl. H-hidak, ionos, kovalens kotések).

Azok a koenzimek, amelyek gyenge kémiai kotésekkel kapcsolodnak az
enzimfehérjékhez disszociabilisak. A reakcid végén a koenzim disszocidl az enzimrdl és egy
masodik reakcidban, amelyet egy masik enzimfehérje katalizal alakul vissza a kiindulasi
formava, vagyis regeneralddik. Ilyen koenzimek példaul a hidrid anion atvitelben szerepet
jatsz6 nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) vagy az egyszénatomos intermedierek
szallitasaban kozremikddo tetrahidrofolsav (FHy) [51, 52].

Bizonyos koenzimek szorosan kapcsolédnak az enzimfehérjékhez, és a katalitikus
ciklust kovetéen nem valnak el az enzimtdl. Az enzimfehérjéhez szorosan kapcsolodo
koenzimet prosztetikus csoportnak nevezziik. Ilyen prosztetikus csoport példaul az
elektrontranszport lancban szerepet jatszé flavin adenin dinukleotid (FAD) vagy a
transzaminalasi reakcioban résztvevo piridoxalfoszfat [51, 52].

A legtobb koenzimet a sejt az intermedier anyagcserében vitaminokbdl allitja eld. Sok

vitaminnak biokatalitikus szerepe van: a vitamin maga a koenzim illetve a koenzim
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eldanyaga. Vannak olyan vitaminok, amelyek antioxidans hatasukkal a szervezet redox
homeosztazisdt befolyasoljadk, masok viszont hormonszerii hatassal rendelkeznek.
Megkiilonboztetiink vizoldékony és zsiroldékony vitaminokat. A vizoldékony vitaminok
tobbnyire koenzimek, a zsiroldékony vitaminok nem koenzimek, hanem maés uton
befolyasoljak az anyagcsere folyamatokat (pl. A-vitamin—-rodopszin—retinal kapcsolat) [52].
Munkém soran az energiatranszport lancban résztvevé koenzimek, a NAD ¢és a FAD
idébontott spektroszkopiai vizsgalataval foglalkoztam. Az 4altalam vizsgélt koenzimek
foszerepet jatszanak a sejtek energiatermeld folyamataiban oly mdédon, hogy a kémiai energiat
hasznos metabolikus energiava alakitjak at [51]. A mitokondrium bels6 membanjaban az
elektrontranszport (1€gzési) lanc enzimei végzik az oxidativ foszforilaciot (4. abra). A 1égzési
lanc mitkddése soran protonokat pumpal az intermembran térbe. A p* gradienst tovabb erdsiti,
hogy az O, redukcidja soran viz keletkezik, ami tovabbi 2 H'-nal csokkenti a belsé térben a
protonkoncentracidt. Az igy kialakuld proton gradiens mikddteti a protontranszporttal
kapcsolt ATP szintazt, amely a nagy energidju foszfat kotéssel rendelkezd ATP (adenozin
trifoszfat) molekulat hozza 1étre. Ezt az Osszefiiggd haldzatot szoktdk sejt 1égzésnek is
nevezni, ami olyan ATP termeld folyamat, amiben a végsd elektron akceptor valamilyen
szervetlen molekula. A 1égzési lanc nagyon hatékony: minden par elektron a NADH-ban 2.5

mol ATP szintéziséhez elegendd energiat hordoz, a FADH pedig 1.5 mol ATP-hez elegendét.

NAD* NADH

ATP ADP + P;

4. abra — A mitokondrium energiatranszportjanak sematikus rajza [53]
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2.1.2.1. A FLAVIN ADENIN DINUKLEOTID

A flavin adenin dinukleotid egy redox kofaktor, amely szdmos fontos reakcioban vesz részt a
sejtek metabolizmusaban [51, 52]. A FAD két kiilonb6z6 allapotban létezhet, amelyek az
elektron(ok) befogadasaval (akceptor) vagy atadasaval (donor) kiilonboznek egymastol. A
molekula riboflavint (B2-vitamin) tartalmaz, amely az ADP (adenozin difoszfat) molekula
foszfat csoportjdhoz kapcsoldodik Az izoalloxazin csoport ribitolhoz kotott szén—nitrogén
kotéssel (I1d. 5. abra).

A FAD (oxidalt vagy kinon forma) 2 elektront és 2 protont megkotve FADH,-vé
(redukalt vagy hidrokinon forma) alakul. E két forma abszorpcids spektruméaban is
kiilonbozik egymastol.

Isoalloxazine O

f, )
LK

H—C—H

(e

H;C

>- Riboflavin
H—C—0oH

F"'"'< DRl H—C—OM

ik i
FAD < H—g—H P

o OH OH

5. abra — A FAD molekula kémiai struktiraja [54]

A FAD abszorpcios csucsa 440 nm koriil van, mig fluoreszcencia maximuma 530 nm
(6. a édbra). A molekula két aromas gytiriijébdl (5. abra) az izoalloxazin csoport fluoreszkal, az
ADP csoport nem. Az n. nyitott konformacids allapotban a két csoport tdvol van egymastol,
ilyen esetben a fluoreszcencia életidé a nanoszekundumos tartomanyba esik. Ezzel szemben
az Osszehajtott (stacked) konformacidban (pl. vizben) az ADP csoport kozel keriilve az
izoalloxazinhoz kioltja annak fluoreszcenciajat, melynek eredményeképpen az ¢életidd ps-os
értekekre csokken [55, 56]. A zart forméban a rovid lecsengés a gyors intramolekularis
elektron transzferbdl szarmazik az adenin és a gerjesztett izoalloxazin csoportok kozott. A két
konformacidra azonos abszorpcios és fluoreszcencia spektrum jellemzo, jelezve, hogy csak a

fluoreszcencia ¢élettartam érzékeny az izoalloxazin kromofor koriili kornyezetre. Az

13



irodalomban fellelhetd fluoreszcencia életiddé mérések jellemzdje, hogy egy-egy szik
idoablakra korladtozodnak ¢és nem vizsgaljak a fluoreszcencia teljes (100 fs — 10 ns)
id6tartomanyat. A kiilonb6zd olddszerek, a hdmérséklet, a viszkozitas, pH, stb. erds hatdssal
lehet a FAD konformacios szerkezetére, amelyeket az eddigi tanulmanyok soran szintén nem
vizsgaltak. Az irodalomban talalhat6 dsszehasonlitd vizsgéalatok szerint a szabad FAD-ra 2-3
ns korili lecsengés jellemz6, egyes fehérjékhez kotott formaban az életidd 10-100 ps

tartomanyba keriil [57] (6. b abra).

— Tryplophan | @ *
— NADH ©
— FAD c
. o 2
© o €
O |: ©
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6. abra — (a) A FAD és NADH abszorpcids (szaggatott vonal) és fluoreszcencia (folytonos vonal) spektruma
[58] (b) a szabad és kotott FAD fluoreszcencia életideje [57]

2.1.2.2. A REDUKALT NIKOTINAMID ADENIN DINUKLEOTID

A nikotinamid adenin dinukleotid (NAD +), valamint a foszforilalt és redukalt formaja, a
NADP", a NADH és a NADPH, szintén kdzponti szerepet jatszik a sejtek anyagcseréjében és
energiatermelésében, Ugymint a hidrid-akceptor és donor-hidrid koenzimek [51, 52]. Az
intracellularis NADH két formdban létezik, az egyik a szabad, a madasik a kiilonboz6
fehérjékhez kotott NADH.

A NADH két kromofort tartalmaz (7. 4bra), az egyik az adenin, a masik pedig a
dihidronikotinamid, melyek abszorpciés maximumai 260 illetve 340 nm (6. a abra, kék,
szaggatott vonal) [59]. A kiilonbozd olddszerek, a hémérséklet, a viszkozitds, stb. erds
hatassal lehet a NADH konformacios szerkezetére [60, 61]. A fluoreszkaldé csoport a
dihidronikotinamid (emisszidés maximum 460 nm), amely vagy direkt modon, vagy az adenin

csoport abszorpciojat kovetd hatékony fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
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utjan gerjeszhetd. Utobbi feltétele, hogy a molekula zart konformacids allapotban legyen [59].
A metanol (MeOH) jelenléte a nyitott konformacios allapotnak kedvez, igy csokkenti a FRET
lehetdségét a két kromofor kozott. A NADH oxidalt formaja (NAD") nem-fluoreszcens.

NH,
0
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7. abra — A NADH zart és nyitott konformaciéban [59]

A szabad NAD(P)H gerjesztett allapotanak életideje 0.4 ns, azonban fehérjéhez kotott
formaban az ¢letidé egy nagysagrenddel nagyobb, 1-3 ns koriili (8. abra) [62]. A két forma
aranya erdsen fligg a mikrokornyezettdl, igy — mint azt a kovetkezd fejezetben részletesen
bemutatom — a fluoreszcencia ¢letid0 mérésével jol jellemezhetd a sejt anyagcseréjének

allapota. Ugyanakkor abszorpcié kinetikai méréseket a molekula konforméciojanak

valtozasara vonatkozoan eddig még nem kozoltek az irodalomban.
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8. abra — A szabad és kotott NADH fluoreszcencia kinetikdja. A
folytonos fekete vonal a rendszer atviteli fliggvénye, a belsé abra pedig a

harom exponensbdl allo6 illesztés amplitud6 spektruma [62].
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2.1.2.3. AZ AUTOFLUORESZCENCIA VIZSGALATANAK JELENTOSEGE

A rugalmas szérds, a fluoreszcencia, a foszforeszcencia ¢és a Raman spektroszkdpia béven
tartalmaznak a szovetek biokémiai és morfoldgiai Osszetételét illetden olyan informdciokat,
amelyek tiikrozik a betegségek jelenlétét és stadiumat a szovetekben [63, 64]. Az idO- és
hullamhosszbontott fluoreszcencia spektroszkopiat a 2000-es évektdl kezdve gyakran
kombinaljak képalkotd eljarasokkal (pl. fluorescence lifetime imaging - FLIM, Forster
resonant energy transfer - FRET), hogy képalkotassal egybekotve mérjék a fluoreszcencia
jeleket szabad és kotott koenzimek (NADH és FAD), valamint példaul melanin, kollagén,
elasztin, porfirin esetében, amelyek erds un. autofluoreszcenciat (biologiai strukturdk
természetes fényemisszioja, natural fluorescence) mutatnak.

A spektralisan bontott fluoreszcencia életidd diagnosztika 1) lehetdséget teremtett,
hogy megkiilonboztethessiik a sejttipusokat a benniik felhalmozodott kromoforok alapjan. Ily
modon lehetdség van ,,in vivo” feltdrni fluoreszkalé aminosav oldallancok (tirozin, triptofan,
fenilalanin), a szerkezeti fehérjéknek (elasztin, kollagén) vagy akér néhdny koenzim
jelenlétét. A NADH erdsen fluoreszkal, azonban elveszti e képességét az oxidacioja soran. A
FAD esetében ez épp forditva torténik, az oxidalt formajaban képes fluoreszkalni [55, 65].
Szamos kutaté kimutatta, hogy amikor a kozeli UV tartomanyban gerjesztjiik a szoveteket,
tumorszovetben az endogén fluoreszcencia 500 nm koriil lecsokken a normalis kdrnyezo
szovetekhez viszonyitva [66]. Az eltérések az oxidalt allapota flavinok és a redukalt NADH
relativ mennyiségének csdkkenésébdl eredhetnek rosszindulatu szovetekben, Ennek kvatitativ
jellemzésére korabban az tgynevezett redox aranyt (a FAD és NADH fluoreszcencia
intenzitas aranya) hasznaltdk. Mint a 9. 4bran lathat6, a FLIM képek bévebb informaciot
nygjtanak a sejtek metabolikus allapotardl [63, 66]. Hasonld diagnosztikai eljarast
alkalmaznak a szemészetben is, ahol szintén a két kofaktor redox aranya utalhat a

cukorbetegségre mar korai stddiumban is [67, 68].
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9. abra — ,, /n vivo” 3 dimenzios tobbfotonos FLIM felvételek a szovetek diagnosztizalasara: (a-c) redox
arany; (d-f) atlagos NADH ¢letido; (g-i) atlagos FAD életid6. Az a,d,g oszlopok normal sejtmiikddést, a
b,e,h oszlopok rossz sejtmiikodést, rakos elvaltozas korai szakaszat mutatjak, amelyet késébb a cfi

oszlopok jobb felbontasa is megerdsit [66].

Osszefoglalva tehdt a NADH és a FAD fluoreszcencia életidejének mérése lehetéséget
biztosithat a rdkos sejtek, illetve egyes neurodegenerativ betegségek, cukorbetegség,
oregedés, stb. diagnosztizalasara [63, 64, 66-70]. Problémat jelenthet azonban, hogy az ,,in
vivo” mérések soran a tal sok életidé komponens és bonyolultsag miatt nehéz egyértelmu
korrelaciokat taldlni. Erdemes tehat korbejarni, hogy ezen molekuldkon oldat fazisban, az
oldészerek polarossaganak, H-kotéseinek ¢és pH értékeinek valtoztatdsdval milyen

fluoreszcencia jellemzok allapithatok meg.
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2.2. A MERESI MODSZEREK ELMELETI ALAPJAI

E fejezetben 0Osszefogalalom roviden a munkdmhoz szorosan kapcsolodd elméleti
spektroszkopiai vonatkozdsokat. Bemutatom az altalam alkalmazott mérési modszerek
alapjait, kitérek az egyes definiciokra. Rovid leirast adok a torésmutatorol, valamint ennek
kapcsan az abszorpciorol és diszperziordl, illetve a torésmutato kiilonbségen alapuld integralt
optikai szenzorok miikodésérdl. Osszefoglalom az idébontott spektroszkopia alapjait, kitérve

részletesebben az altalam alkalmazott mérési modszerekre.

2.2.1. A TORESMUTATO LEIRASA, ERTELMEZESE

2.2.1.1. A TORESMUTATO

A fény-anyag kolcsonhatas kovetkeztében az anyagot gerjesztd E(t)=E-¢ elektromagneses
tér hatasara az anyagban P (¢) polarizacio 1ép fel. A ,hagyomanyos”, azaz linearis optikaban
az indukalt polarizdcié lineédrisan fiigg az elektromos térerdsségtdl [71], nagy térerdsség
esetén azonban gyakran E(t)-szerinti sorfejtéssel kozelithetd [72], amely mind a lineéris, mind
a nemlinearis fliggést magaba foglalja. Homogén, nem magneses kozeg elektromos térre adott

valasza végtelen gyors anyagi valasz esetén a kovetkezo alakban irhato,
B(t) =&, [ "B + x VB2 (1) + y OB (0 +...|= PO (1) + PO (1) + PO (1) + . @.1)

A P? a linearis polarizaciét, a P, P? a masod- és harmadrendii polarizaciot jelsli, y” a
linearis szuszceptibilitas tenzor, az g)=8,854... x I 02 F/m pedig a vakuum permittivitdsa. A
27 %7 ... tagok sorban a szuszceptibilitds tenzor magasabb rendjeit jelolik. A Maxwell-
egyenletekbdl levezethetd hullamegyenletben a (2.1)-gyel megadott mennyiség szerepel a
forrastagban, amely mind a kozeg térre kifejtett hatasat, mind a kozeg valaszat leirja. A
linearis polarizacid a kozeg hagyomanyos optika keretein beliili valaszat irja le, pl. diszperzio,
diffrakcid, linedris abszorpcié. A magasabb rendii tagok pedig a nemlinearis optikai
jelenségekért feleldsek, pl. harmonikus keltés, onfokuszalas, tobbfotonos abszorpcio.

A lineéris polarizaci6 ¢és a fenomenologikus Maxwell-egyenletekben szerepld

elektromos eltolodasi vektor kapcsan definialhato a dielektromos tenzor,

g=¢,8, =+ Z)go’ (2.2)
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ahol & az anyag relativ permittivitdsa [71]. Nem magneses kozegekben a hulldmegyenlet

megoldasaiban fellépé hullamvektor a k =n'w/c, alakban irhato, ha a komplex térésmutatot

n” =p.ec,” =¢, modon definidljuk. Az térésmutatd valds része a fazissebességgel, a
képzetes rész pedig az abszorpcioval kapcsolatos mennyiség. Mivel a fazissebesség anyagi
mindségtdl fliggd mennyiség, az anyagokat egyszerlien a torésmutatdjukkal (n) szokés
jellemezni, ami a vakuumbeli (cy) és anyagbeli fénysebesség aranya (n=cy/c), masképpen

(nem magneses, atlatszd anyagok esetén):

\e F iz (3)
€

tehat az anyagra jellemzd els6é rendli szuszceptibilitds hatirozza meg. Elektromagneses tér
hatasara az anyagok elektronszerkezetiik (adott y) miatt nem csak bizonyos frekvenciaju
fotonokat abszorbedlnak, hanem megvaltoztatjak a fény terjedési sebességét is, rdaadasul a
kiilonb6zd hullamhosszakra nézve kiillonb6zé mértékben, vagyis diszperzidt okoznak. Ezeken
tulmenden az anyagi jellemzOk hatarozzak meg a kettdstorés jelenségét is (amelyre a
nemlinedris optikai bevezetdben bdvebben kitérek). A kovetkezOkben nézziik meg kicsit

részletesebben az abszorpciot és diszperzidt.

2.2.1.2. A LORENTZ-FELE MODELL, ABSZORPCIO ES DISZPERZIO

Tekintsiink egy dielektromos kozeget, mint rezonans atomok Osszességét, amelyben a
polarizacio siirliség P (1) és az elektromos mezd E(#) dinamikus viszonya egy linedris
masodrendli  kozonséges differencidlegyenlettel leirhatd. A rezgd oszcillator ay

sajatfrekvenciaval és o csillapitasi egylitthatoval (2.1)-bol:

P dP

FMEH”O P= mésoxoﬁ, (2.4)
ahol
N-¢e’
XO = € 1’1'10)2 : (25)
0 0

Itt N az m tomeggel rendelkezd atomok szdma egységnyi térfogatban, e pedig az elektron
toltése. Ennek a frekvenciafiiggd y-re kiszamolhatdo megoldasat az (2.3)-ba behelyettesitve a

torésmutat6 frekvenciafliggése az
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N-é’/gm

2

n'*(w)=1+ 2
w; — o +icw

(2.6)
alakban irhat6 le. Ez a Lorentz-féle oszcillator modell [71].

Az igy kapott komplex torésmutato valos része a frekvenciafiiggd térésmutatot, azaz a
diszperziot, képzetes része pedig az abszorpciot irja le. Vagyis a komplex térésmutatod

egyszerl alakban
n' =n+ik, (2.7)

ahol n a valdés torésmutatd, x(w) pedig az extinkcids koefficiens, amely az abszorpcios

koefficiensbdl, a(w) —bol szarmaztathato:
a(w) = 4'7”;((0)). (2.8)

E megkozelitésnél a Kramers—Kronig-relaci6 kimondja, hogy az anyag valos torésmutatdja
kapcsolatban all az extinkcids koefficienssel minden egyes frekvencian [71, 73, 74]:
n(w)—1= EPT'Z(—“)')Zdw', (2.9)
T 50 -0
ahol az integral eldtti P a Cauchy-féle foértéket jelenti.

A diszperzi6 (azaz a torésmutatd hullamhosszfiiggése) leirdsara szamos kozelitd
formula hasznalata terjedt el. Leggyakrabban a Cauchy-, Laurent- és a Sellmeier-tipust
formalizmus szerint adjak meg egy kérdéses anyag térésmutatojat, persze mindez erdsen fiigg
az anyag halmazallapotatdl és a kérdéses hulldmhossztartomanytol is (nem részletezve a
hémérséklet, nyomas, stb. hullamhosszfiiggését). A Cauchy- és Laurent-formuldk a
torésmutato-négyzet egyszerii A szerinti Taylor-sorfejtésén alapulnak [75, 76], hatranyuk
viszont, hogy csak sziik hulldamhossztartomanyon adnak pontos értéket. A Sellmeier-tipusu
diszperzids egyenlet azonban a Lorentz-féle oszcillitor modell alapjan, az abszorpcids

helyektdl tavoli megoldasokra timaszkodva,

A\
n(A)? -1= Zm (2.10)
alakban adja meg a diszpezidt, ahol 4; és A; a Sellmeier-egyiitthatok, a hullamhossz pedig wm-
ben van definidlva [77]. E formula mar sokkal szélesebb hulldmhossztartoményra terjed ki, €s

altalanosan alkalmazhatd példaul gazokra, folyadékokra, dielektrikumokra, stb.. Munkam

soran az anyagok torésmutatdjanak modellezésére a Sellmeier-formulat hasznaltam.
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2.2.2. IMPULZUSTERJEDES DISZPERZIV KOZEGBEN

Méréseimet femtoszekundumos impulzusokkal végeztem. Ebben a fejezetben rovid leirast
adok az ultrarovid lézerimpulzusok diszperziv kozegben torténd terjedésérdl, valamint
ismertetem a vonatkozé definiciokat.

Az ultrardvid impulzusok kdzegbeli terjedésének leirasat legegyszeriibben a Maxwell-
egyenletekbdl levezethetd hullamegyenlet megoldasaként targyalhatjuk, az elektromos
térerdsség megadasaval. A ,rovidség” €s az ezzel egyiitt jar6 nagy savszélesség miatt az
anyagi diszperzio hatasa jelentds, amely az impulzus ,,szétfolyasat” okozza.

Az ultrarévid impulzusok linearis terjedésének leirasahoz tekintslink egy diszperziv
kozeget, amelyekben a hullamterjedés a frekvenciatdl fligg. Az impulzus terjedését kétféle
moédon adhatjuk meg: a frekvenciaképben illetve az id6képbeli leirassal [78]. Az idd- és
frekvencia-képbeli leirds kozott a Fourier-transzformacidé teremt kapcsolatot. Mivel
méréseimet a frekvenciaképbeli leirds alapjan lehet értelmezni, igy a kovetkezdkben csak
errdl irok roviden.

A kozegbe belépd impulzus iddbeli FEp.(2) térerdsségét eldallithatjuk olyan w

dre(®w) fazissal irhatok le. Az iddbeli térerdsség igy

E. ()= J._OO a, (m)ei%e(m)eiwtd(ﬂ (2.11)

alakt. Kozegben vald terjedés soran nemcsak a spektralis komponensek amplitudéjanak
eloszlasa valtozik 4(w) amplitudé-atvitellel, hanem a fazisuk is eltolodik ¢(w)-val. A kozeget
elhagy6 impulzus idobeli alakjat a spektralis térerdsség Fourier-transzformaltja adja. Az igy
megvaltozott fazisu és amplituddji monokromatikus komponensek 6sszegzésével megkapjuk

a kozegbdl kilépd jel idObeli térerdsségét:
E,. ()= j” A(0)a,, (@) @@t (2.12)

Az impulzusterjedés illetve a fény-anyag kolcsonhatdas kovetkeztében bekovetkezd
iddbeli torzulast a kdzegnek az impulzus fazisszerkezetére gyakorolt hatasa okozza. A ¢(w)
fazisatvitelt jellemezhetjiik oly moddon, hogy @(w)-t Taylor-sorba fejtjiik az @y kdzponti

frekvencia koril:

O(o) = d(o,) + (I)'(O)O)Aoa—i-%(l)"(oao)Aoaz —i—é(l)"’((oo)A(o3 - (2.13)
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ahol Aw = o — wy és

oy=30 L _del 2.14
O'(0) dm(mz%)’d’("’(’)_@ (2.14)

(0=wy)

A fenti targyalds alapjan az impulzusterjedés leirasahoz sziikségiink van a @(w)
ismeretére, amely tulajdonképpen a diszperzido mértékével és mindségével kapcsolatos.

Mivel a legtobb esetben a terjedés tényleges geometriai hosszat nem ismerjiik, ezért az
impulzus terjedésének altalanosabb leirdsdhoz célszerii kozvetleniil a ¢g(w) fazisfiiggvényt, és
annak derivaltjait hasznalni. A kovetkezOkben vegylik végig, hogy milyen fizikai jelentés
tulajdonithat6 az egyes fazisderivaltaknak (/0. abra). A ¢(wy) alland6 fazistolast jelent, az E(r)
intenzitasburkolon beliili kezd6fazissal kapcsolatos mennyiség (carrier envelope phase, CEP).
Ennek csak néhany optikai ciklusbdl all6 impulzusok esetén van jelentdsége [79-81].

A ¢'(wy 1d6 dimenzidju mennyiség. Azt mondhatjuk, hogy ¢'(wy az az id6, ami alatt
az wy kozponti frekvenciaval jellemezhetd impulzus a kézegen keresztiilhalad. Mindezek
alapjan terjedési idonek, vagy mas néven csoportkésleltetésnek (group delay, GD) nevezziik.

A ¢"(wy a csoportkésleltetés-diszperzio (group delay dispersion, GDD), amely az
impulzus kiszélesedéséért felelds. A @'"'(wy)-t pedig harmadrendii diszperzionak (third order

dispersion, TOD) nevezziik, mely az idébeli alak megvaltozasaért, eld- illetve utdoimpulzusok

megjelenéséért felelds.

Diszperziv kozeg hatdsa a jelre - &

LY

!

o . ! \ !

/ . Eredeti jelalak —/ ;
2N /

A GD a jel idébeli késést okozza GDD hatdsdra a jel kiszélesedik

TOD hatdsdra a jelalak torzul,
eléimpulzusok jelennek meg

10. abra — A féazisderivaltak hatasai az impulzusra
A magasabb rendl tagokat pl. fdzismodulalt impulzuserdsitésnél szoktak figyelembe

venni, azonban a legtobb esetben elhanyagolhat6 a hatasuk (a paros és paratlan rendek a GDD

¢s TOD-nak megfeleld valtozasokat okozzak).
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A kiilonbozd optikai elemek féazistulajdonsdgainak jellemzésére a ¢'(w=wy és
¢@"(w=wy fazisderivaltak értékeit szokas megadni, azonban bizonyos esetekben (pl.
dielektrikum tiikrok) magat a ¢’(w) ill. ¢"(w) fliggvényt hasznaljak.

Az idébontott spektroszkopiai alkalmazasok soran kulcskérdés, hogy a t=0 idépontot
pontosan meghatdrozzuk, ami a pumpa ¢és proba impulzusok tokéletes atfedésének idépontjat
jelenti (1d. 4. fejezetekben részletesen). Itt minden esetben figyelembe kell venniink, hogy az
optikai elemek és kozegek GD ¢és GDD-je az impulzusalakra milyen hatassal van. Hiszen a
kbzegben terjedé impulzusban a vivéhullam hulldmhossza egyre hosszabb az impulzus végén.
Ezt a jelenséget gyakran csérpnek (az angol chirp szé utan) is nevezik’. A vakuumbeli
terjedéshez képest az impulzus lemarad, megnyulik. Mindezt az id6- és spektralisan bontott

mérések soran korrigalnunk kell.

2.2.3. INTEGRALT OPTIKAI SZENZOROK

A teljesen optikai elven miik6do fénykapcsolés (all-optical switching) megvalositasara Mach-
Zehnder-interferométert (kétsugaras interferométer) vagy integralt optikai sik hullamvezet6t
is hasznalhatunk [82]. Ebben az alfejezetben egy rovid attekintést nyujtok a késdbbiekben —
LwUltragyors optikai kapcsolds bakteriorodopszinnal” c. fejezet — hasznalt sik hullamvezetd
mukodési elvérdl, valamint egy ezen az eszkdzon alapulod, Optical Waveguide Lightmode
Spectroscopy (OWLS) elnevezésli mérési modszerrdl. Ez a technika a 70-es években [83]
alakult ki a tobbi teljes fényvisszaverddésen alapuld, feliileti adszorpcidé mérési eljarashoz —
felilleti plazmon rezonancia (SPR), teljes reflexidos Fourier-transzformacids infravords
spektroszkopia — hasonldan [84-87].

A sik hullimvezetd egy szubsztratra (liveg, félvezetd, stb.) felvitt vékony, nagy
torésmutatoju anyagbol késziilt réteg, amelyben (klasszikus megkozelitésben) a fény a teljes
visszaverddés utjan terjed és a hullimvezetd rétegben kialakuld intenzitds-eloszlds a réteg
hatarfeliileteir6l visszaverddd hullamok interferencidja révén alakul ki (/7. 4abra).
Kimutathato, hogy az elektromagneses tér részben behatol a szomszédos rétegekbe is, ezaltal
azok torésmutatdja is befolydsolja a vezetd rétegben terjedd hullam paramétereit. Emiatt az
un. evaneszcens hullam miatt a vezetd rétegbe visszaverddo fény a beesési szogtol, a hullam

polarizaciojatol, ill. a két réteg torésmutatojatol fiiggd fazistolast szenved (Goos-Hénchen

* Mas néven csiripelés: mivel a linearisan valtozo frekvenciaja, hallhaté hanghullam a madarfiittyre emlékeztet.
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shift), igy a hullamvezetés csak bizonyos nagyon éles rezonanciafeltételek mellett johet 1étre
[88, 89]. Amennyiben a fent emlitett interferencia esetén a maximalis erdsités feltétele
teljesiil, a vezetd rétegben kialakul az un. vezetett modus. A modusok rendje megegyezik a
vezetd réteg keresztmetszete mentén kialakuld intenzitas-eloszlas minimumainak szamaval.
Megmutathatd, hogy minden rendii médus csak két-két (a beesd hullam polarizacidjatol
fliggd), egymastol jol elkiiloniilo beesési szogek esetén jon létre. Gyakorlati alkalmazasokban

a hullamvezet6ben terjedd fény paramétereit vizsgalva kovetkeztethetiink a vezetd réteg felett

elhelyezkedd réteg, az Gn. adlayer térésmutato-valtozasara.

11. abra — Hullamvezetd szemléltetése *: S: iiveghordozo; F: hullamvezet filmréteg;
A: adszorbealddott anyag; C: fedOréteg (Az abra jobb szélén az elektromagneses tér intenzitas eloszlasat

szemléltetem 0-ad rendli mdédus esetén.)

A rezonanciafeltételek megteremtésére, azaz egy vezetett modus gerjesztésére tobbféle
megoldas létezik. Gerjeszthetliink modusokat a hullamvezetd élének kiilonleges kialakitasaval
(,,tapered coupler”), prizmés csatold (,,prism coupler”), tovabba optikai racs (,,grating
coupler”) alkalmazasaval is. Az optikai racs — a prizmadhoz hasonléan — spektralis
bontdelemként is szerepet jatszik.

A 11. ébra a racsos csatolot szemlélteti, amikor a vezetd rétegbe, vagy a szubsztrat-
vezetd réteg hatarfeliiletére integralt optikai racs altal diffraktalt fényt csatoljuk a
hullamvezetdbe. A sorozatos visszaverddéskor a fény onmagaval interferal. Csak abban az

esetben torténik hulldmvezetés, amikor a becsatolt fény 6nmagéval fazisban van, azaz egy

* A Maxwell-egyenletekb6l induld hosszas szamitasok azt az eredményt adjak, hogy a hullim a hatarfeliileten,
azzal parhuzamosan alland6é amplitidokkal halad, a feliiletre merélegesen, a masodik kdzegben befelé pedig az
amplitadok exponencialisan csokkennek (evaneszcens hullam), és a fazisok ugyanazok, mint a felszinen. Bar a
masodik kozegben van elektromagneses tér, ennek ellenére kimutathatd, hogy a Poynting-vektor normalis
komponensének iddbeli atlaga elhanyagolhatd, ha a mérési id6 nagy a rezgésid6hdz képest. Mivel az
elektromagneses tér keltéséhez energiara van sziikség, fel kell tételezni, hogy az energia periodikusan oda—vissza
aramlik.
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,»Cikk-cakk® soran 2zm (m=0,1, ...) fazistolast szenved. Az x irdnyban a fény terjedését a
hullamszam vektor k.r komponense szabja meg, aminek segitségével bevezethetjiik a

hullamvezetdre jellemzd N effektiv torésmutatd mennyiséget:

k. r . . A
N= k :nF-smG):nosmowX (2.15)

ahol 4 a lézer hullamhossza, k=27/4 a vakuumbeli hullamszam, n, a levegd torésmutatdja, / a
diffrakcio rendje, 4 pedig a racsallando. Abban az esetben, amikor a térésmutatd csak a z
iranyban valtozik (step-index waveguide), a Maxwell-egyenleteket megoldva kiszadmolhatjuk
a fazistolast a transzverzalis elektromos (TE) és a transzverzalis magneses (TM) hullamokra
[90]. Ennek alapjan a haromrétegli hulldmvezetd modusegyenleteit a kovetkezd alakban

irhatjuk fel:

Zp 2 2 2p 22
N”—n n N"—n

d.ky/n} —N* —arctan (ﬁj Y_—__C |—arctan (—FJ S |=tm (2.16)
S ne ) \nj—N? ng ) \nj—N?

A TE polarizaciora p=0, a TM-re pedig p=1 vonatkozik. A (2.16) egyenletet N-re megoldva
kapjuk az adott vezetett modus effektiv torésmutatdjat, a (2.15) jobb oldala pedig
Osszefiiggést teremt N €s az optikai racsra torténd a beesési szog kozott.

A fenti elven alapul az OWLS-technika [91-93], amellyel az adlayer torésmutatojanak
megvaltozasat a vezetett modus effektiv torésmutatoja valtozdsanak mérésére vezethetjiik
vissza. A tisztan optikai elven miikodd fénykapcsolasnal hasznalt OWLS paramétereit a

»Tudomanyos eredményeim” c. fejezetben részletezem.

2.2.4. AZIDOBONTOTT SPEKTROSZKOPIA ALAPJAI

A molekularis spektroszkopia teriiletén fellépd legtobb probléma megoldhatd a Born—
Oppenheimer-kozelités keretein beliil, amely szerint az elektron-, vibracidés €s rotacios
allapotok egymastol fliggetlennek tekinthetéek, a koztiik levd csatolas elhanyagolhato [94].
gy a molekula egészének energija additiv modon tevédik Ossze az elektron gerjesztési, a
rotacids €s a kiilonbozd forgastengelyek vibracids energidibol. Egy masik egyszeriisitést is
szokas kihasznalni, miszerint a kiilonb6zd tipusu allapotok energetikailag jol elkiilonithetok.
Az elektronok atrendezédéséhez példaul nagy energia sziikséges, igy ezek az UV-lathatd

spektralis tartomanyba es6 fotonokkal gerjeszthetok.
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A molekulak energiaszint rendszerét, és az ehhez kapcsolodd spektroszkdpiai
jelenségeket és definiciokat a /2. 4dbran bemutatott Jablonski-féle termséma szemlélteti.
Alapallapotban a szingulett (abran S-sel jeldlve) elektronszerkezettel rendelkezd molekulak az
Sy alapallapotu nivé megfeleld vibracids és rotacids szintjein vannak. Foton elnyelésekor,
vagyis abszorpcid kovetkeztében az elektroneloszlas a molekulaban atrendezodik (fs
id6tartomany), és a molekula az els6 (S;) vagy magasabb elektrongerjesztési allapotba keriil.
Ujabb foton elnyelése soran az 4bran nem jelzett atmenetek is lehetségesek az egyes
gerjesztett allapotok kozott (excited state absorption, ESA). Mivel a gerjesztett allapotba
keriilt molekuldk vibracids szintek kozotti eloszlasa nem feltétlentil felel meg a kornyezettel
valo termikus egyensulynak, hdcsere torténik a kornyezet és a molekula kozott. Ezt termikus
relaxécionak hivjuk, a folyamatra jellemz6 idéallando a fs—ps tartomanyba esik. A gerjesztett
allapot nem stabil. A lecsengés — azaz az S, alapallapotba torténd visszatérés — a gerjesztett
allapotbol tobb mddon is torténhet, amely a molekulatdol és a kornyezetétdl fliggden
kiilonb6z6 valosziniséggel kovetkezhet be. Egyik ut a sugarzas nélkiili &tmenet, amely soran
a gerjesztési energia teljes egészében hoveé alakul (belsé atalakulas, internal conversion, IC).
Masik Ut a rendszerek kozti atmenet (intersystem crossing, ISC), amelynél a gerjesztési

energia részben megmarad, részben pedig hévé alakul.

Jablonski Energy Diagram
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12. abra — Jablonski-diagram sematikus rajza [95]
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Az energiat atvevO akceptor rendszer a gerjesztett molekula triplett (az dbran T betlivel
jelolve) allapota. A harmadik lehetdség a fénykibocsatas, amelyet fluoreszcencidnak (F) vagy
foszforeszcencidnak hivunk, attol fliggden, hogy a molekula szingulett vagy triplett
allapotabol torténik a sugarzasos atmenet az alapallapotba. A kettdt spektrumuk és iddbeli
lecsengésiik alapjan konnyen el lehet kiiloniteni egymastol. A 12. adbran jol lathato, hogy a
foszforeszcencia fotonenergidja kisebb, mint a fluoreszcenciaé, igy spektruma a hosszu
hullamhosszak felé tolodik. Masrészrdl a foszforeszcencia — a triplett allapotbdl a szingulett
allapotba torténd atmenet — tiltott, mert a spin atfordulasaval jar egyiitt, s emiatt élettartama

5-7 nagysagrenddel nagyobb, mint a fluoreszcenciara jellemz8 107107 s.

2.2.4.1. FLUORESZCENCIA SPEKTROSZKOPIAI ALAPOK

A fentiekben targyalt termikus relaxacid kovetkeztében a fluoreszcencidhoz tartozo
energiadtmenet mindig kisebb, mint az abszorpcidhoz tartozo. A két spektrum cstcsa kozti
eltolodast Stokes-eltolodasnak (Stokes shift) hivjuk [96]. A Stokes-eltolédas a kornyezeti
feltételektdl, valamint a gerjesztett allapot geometriai valtozésaitol fiigg. NADH ¢és FAD
koenzimek esetében a Stokes-eltolodas 120 illetve 90 nm (7. és 9. abra). (Ugyanakkor
nanorészecskék illetve kvantumdotok esetében példaul az eltolodas csak 10-20 nm.)

A fluoreszkald anyagot nem csak abszorpcids €s emisszids spektrumdval szokds
jellemezni. Jellemzd paraméterei még a sugarzas kvantumhatasfoka és a gerjesztett allapot

¢lettartama. A fluoreszcencia tipikusan exponencialis lecsengést kovet:
I(t)=1,-e™ (2.17)

ahol /() a fluoreszcencia intenzitdsanak iddbeli valtozdsa, I, a kezdeti intenzitas t=0
idépontban, a k pedig a bomlasi sebességi allandd (a fluoreszcencia életid6 inverze). Az (1)
aranyos az elektron populacioval az S, allapotban. Mivel a gerjesztett allapot tobbféle médon
(IC, ISC, F) kaiiiriilhet, a teljes bomlasi sebességi allandd (kror) a sugéarzasos (rad) és a nem

sugarzasos (nrad) atmenetek 0sszegébdl adodik:
; 1
kTOT = Zkl = krad + knrad =- (2 1 8)
i T

Tehat amennyiben barmelyik sebességi allandd nagy, az élettartam (t) nagyon rovid lesz, és
forditva. Az egyes k' . értékek fligghetnek a szerkezeti inhomogenitastol, ami tobbszoros

nras

fluoreszcencia életidok megjelenéséhez vezet.
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A fluoreszcencia folyamat hatékonysagat a kvantumhatasfokaval (7) szokds
jellemezni. Definici6 szerint ez a kibocsatott és elnyelt fotonok szaméanak aranya [96], amely

a(2.17) és (2.18) egyenletek alapjan a kovetkez6 egyszerl alakban is felirhato:

n=Snt (2.19)

kTOT ’

A fluoreszcencidra képes molekuldk vagy fluoroforok kvantumhatasfoka széles korben
valtozhat. Néhany festéknél megkdzelitheti vagy elérheti az 1 értéket (100 %), vagyis minden
egyes elnyelt foton kisugarzédik. Ez esetben az alapallapotba torténd lecsengés tisztdn a
fluoreszcencidbdl adodik.
Szamos folyamat ndvelheti a nem sugarzasos atmenet valdszinliségét, igy csokkentheti

a fluoreszcencia intenzitast. Ezeket 0sszefoglald néven kioltasnak (quenching) szokés nevezni
[96], melyek koziil a leggyakoriabbak:

o Utkodzéses vagy dinamikus kioltas

¢ Statikus kioltés

¢ Energia 4tadés révén torténd kioltas

¢ Gerjesztett allapotban toltés atviteli reakciok

¢ Izomerizacio
A biokémiai alkalmazasokban a kioltds tényébdl szerkezeti informacidkra kovetkeztethetlink
[96]. Egyes kioltd anyagok (pl. oxigén, jodid, stb.) jelenléte a fluorofor kozelében a
fluoreszcencia csokkenése alapjan konnyen kimutathatd, a kioltas mérése példaul a kotohelynek
a kioltd szamara vald hozzaférhetdségérdl ad felvilagositast. A fluoreszcencia (egy masik,
akceptormolekuldhoz iranyulé) FRET miatti csokkenése pedig biomolekuldk asszociacios
reakcioinak, konformdcids véltozasainak vizsgéalatara alkalmas. A fluoreszcencia élettartama
érzékeny indikatora a molekula belsé szerkezetének és a kdrnyezettel vald kolcsonhatasainak.
Mindezért érdemes tehat idében is és spektralisan is nyomon kdvetni a fluoreszcencia

valtozasat.

2.2.4.2. IDOBONTOTT FLUORESZCENCIA SPEKTROSZKOPIA MERESI MODSZEREI

A PIKOSZEKUNDUM FELETTI IDOTARTOMANY

A pikoszekundumos—nanoszekundumos idétartomanyban tobb fluoreszcencia mérési modszer
terjedt el, ilyenek a fazismodulacion, a Streak-kameran vagy az iddkorreldalt egy-foton

szamldldson (time correlated single photon counting, TCSPC) alapulé modszerek [96-98].
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A fazismodulacids technika 1ényege abban all [96], hogy szinuszosan modulalt
gerjesztd fény esetén a fluoreszencia is szinuszos lesz. A szinuszok kozotti faziskiilonbséget
mérve szamolhato a fluoreszcencia lecsengési ideje. E modszer idéfelbontasa 100 ps koriili.
Nagy hatranya viszont, hogy nagyon bonyolultan alkalmazhat6 6sszetett kinetikak esetén, ami
miatt a bioldgiai anyagok vizsgalatanal nem igazan alkalmazhato.

A Streak-kameran alapuldé modszer [96] egylovéses technika, melynek nagy eldnye,
hogy spektrograffal kombindlva kozvetlen szolgéltatja a mérendd adatokat. Felbontasa akér
~1 ps alatti is lehet (Hamamatsu C6138 (FESCA-200) 200 fs!). A Streak-kamera egy olyan
katddsugarcsd, melyben a beérkezo fényimpulzus altal kivaltott fotoelektronokat téritenek el
gyorsan valtozd elektromos tér segitségével. Ezaltal az ernydn becsapdodo elektronok térbeli
eloszlasa aranyos lesz az impulzus id6beli eloszlasaval [99]. Egyes Streak-kamerak nem csak
idébontott, hanem hulldmhosszbontott mérésekre is alkalmasak. Hatranyuk viszont, hogy a
jel/zaj arany és a felbontas kozott kompromisszumot kell kdtniink, s nem elhanyagolhat6 a
magas ara sem.

J6 kompromisszumot jelent azonban a TCSPC technika, amely idéfelbontasa akar 25
ps is lehet (pl. Hamamatsu R3809). Ara joval a Streak-kamera ara alatt van, és mivel a
»fotononkénti szamlalason” alapul, igy igen érzékeny technika. Mitkodésének lényege (/3.a
abra), hogy egy a gerjesztd impulzusbol szarmazé start jellel elinditunk egy idé-amplitudo
konvertert (TAC), amelyet a fluoreszcencidbol szarmazo elsd foton detektalasakor leallitunk.
Ezaltal megkapjuk a két esemény kozotti idokiilonbséget. (A gyakorlatban célszerlibb a
forditott eljaras, vagyis a start jel szarmazik a fluoreszcenciabdl és egy késleltetd kabelen

athaladt stop jel pedig a gerjeszté impulzustol.)

. Excitation source Original Waveform
: Sample a (Distribution of photon b
Light pulse : m probability)
generator : A
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, I Detector Time
[ a—- Signal
Pariod 1
~ Period 2 A
Perlod 3
Monochromator] Period 4 A

Period § A
Period 6
Period 7
Period 8
Period 9 ‘
Period 10
Period N A

. . Result

: : ;

. PicoHarp 300 U(Ar) ; sty

Detection MCA : FRotons
subsystem

13. abra — (a) A TCSPC technika kisérleti elrendezése és (b) a TCSPC modszer alapja [100]
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Ha ezt az eljarast kelléen sokszor megismételjiik, egy hisztogrammot kapunk, ami a
beérkezett fotonok idejét, vagyis a fluoreszcencia lecsengését rajzolja ki, amelyet a /3.5 dbran
lathatunk. E mddszer idéfelbontasa a detektor tipusatdl fiigg. Az ardnylag olcsé lavina didda
alkalmazésaval ~40 ps idéfelbontas érhetd el. Az idéablakunk hosszat a 1ézerlink ismétlési
frekvencidja szabja meg. Ez titan-zafir oszcillatorok alkalmazasa — tipikusan 70-80 MHz

koriili ismétlési frekvencia — esetén ~13 nanoszekundumot jelent.

A FEMTOSZEKUNDUMOS TARTOMANY — NEMLINEARIS OPTIKAI ALAPOK

Mig a pikoszekundum feletti idétartomanyban tobb fluoreszcencia mérési modszer terjedt el
(1d. el6zd alfejezet), addig a femtoszekundumos tartomanyban csak Onreferencids eljarasok
alkalmazhatéak. A femtoszekundumos iddfelbontasi spektroszkdpia minden teriiletén
alkalmazott Onreferencids modszerek kozds vonasa, hogy az idémérést a fénysebesség
ismeretében tavolsagmérésre vezethetjiik vissza. Ennek megfeleléen a femtoszekundumos
fényforrasbol szarmazd nyalabot kettéosztjuk. Az egyik nyalab a minta gerjesztését végzi. A
masik nyaldb el6szor egy ismert hosszisagi késleltetd vonalon halad 4t. Ezutdn vagy a
mintan halad keresztiil megmérve annak valamely optikai tulajdonsagét (mint a kés6bbiekben
ismertetett abszorpcid kinetikai pumpa-proba mérések esetében), vagy a mintabol a gerjesztés
kovetkeztében kilépd fénnyel 1ép kolcsonhatasba egy nemlineéris optikai folyamat soran.
Mindkét esetben intenzitds értékeket mériink, melynek iddbeli fiiggése a késlelteté vonal
hosszénak ismételt megvaltoztatasa segitségével rekonstrudlhatd. A fluoreszcencia életidd
mérések esetében az egyik lehetséges onreferencids modszer az Gn. Kerr-kapuzas [101, 102],
a masik pedig a frekvencia konverzi6 [96, 103, 104].

A Kerr-effektuson alapuld optikai kapuzas— a moddusszinkronizalt lézerek
megjelenésével — mar az 1970-es évek masodik felében elterjedt [101]. A Kerr-elrendezésben
a fluoreszcencia fény athalad két keresztpolarizatoron, amelyek kozott izotrop Kerr-kozeg
(rendszerint egy tiveglap) van elhelyezve. A kisérleti elrendezés zart allapotban a fluoreszcens
fényt nem engedi at. A Kerr-kozegbe fokuszalt kapuzoé impulzus altal ,,optikai nyitas”
(6nfokuszalas ill. 6nfazismodulédciod) torténik, mert az intenzitas olyan nagy, hogy az iiveglap
torésmutatojat megvaltoztatja, melynek kovetkeztében optikai anizotropia
indukalodik/keletkezik. Ez megvaltoztatja a fluoreszcencia fény polarizacids allapotat
(lineérisbol elliptikusra), igy a fény mar athalad a madasodik polarizatoron, és ezaltal

detektalhatova valik [102]. Eldénye, hogy ennél a moédszernél nem kell fazisillesztést
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alkalmazni, tehat a teljes spektrum egyszerre detektalhatd. Csak a detektor érzékenysége €s az
optikai elemek ateresztd képessége limitdlja. Hatrdnya viszont, hogy a nemlinearis
torésmutaton alapulé folyamat harmadrendii folyamat, nagy intenzitdsokat kovetel
méréstechnikailag, vagyis erdsitett lézerrendszer sziikséges hozza.

Meéréseim soran a frekvencia atalakitason alapuld onreferencias modszert hasznaltam,
melyet ,,fluorescence up- and/or down-conversion method” névvel illet a szakirodalom [96,
103, 104]. En fluoreszcencia fel- és le-konverzionak, vagy egyszeriien csak fluoreszcencia
frekvencia dtalakitdsnak hivom a késdbbiekben. A /4. abra a frekvencia konverzion alapul6
mérési modszert szemlélteti. Lényege abban 4ll, hogy a kettéosztott 1ézerimpulzus egyik
felével (pumpa) a vizsgalandd anyagon fluoreszcenciat gerjesztiink, a masik (kapuzo, gate)
nyaldb pedig késleltetd vonalon halad keresztil. Ezutdn a kapuzd, o; frekvenciaja
impulzussal és a fluoreszcencia fény egy w, frekvencidju komponensével Osszeg- vagy
kiilonbségi frekvenciat keltiik egy nemlinedris kristalyban. A keltett, ) frekvenciakomponens
igy mintavételezi a fluoreszcencia fény intenzitasat a késleltetésnek megfeleld idopillanatban.
Amennyiben a kapuz6 impulzussal idében végigpasztdzzuk a folyamatot, megkapjuk a

fluoreszcencia lecsengés kinetikdjat.

Gerjeszt6 impulzus

Frekvencia konvertalt jel

Kapuz6 impulzus

t=0 eltolas[idd]

14. abra — Femtoszekundumos frekvencia konverzion alapulé

fluoreszcencia mérési modszer sematikus rajza [105]

A frekvencia konverzio ez esetben egy masodrend(i folyamat, megfelels y?-vel
rendelkezd anyagot valasztva [106] a kristalyban fellépd mésodrendii polarizécio leirhatd

(2.1) segitségével, ha azt a két kiilonbozd, w; és w, frekvencidkra alkalmazzuk:
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PO (t)=¢,-%? -E(t)’ =
=g, -y? -[Ef ¢ 4 E2.¢ ¥ 4 2EE, -¢ ") 4 JEE, -e*i(“’r@z”}r (2.20)

+2-8,%”| E,-E, +E, -E, |
ahol
E(t)=E,-e ™ +E,-e ™", 2.21)

Tehat a kapuzo6 impulzus és a fluoreszcencia szuperpozicidja. Megfeleld fazisillesztéssel (lasd
alabb) eloallithato
¢ a masodharmonikusa az egyik, PLw; illetve a masik, Pw,)
frekvenciakomponensnek; a (2.20) egyenlet elsd és masodik tagja;
¢ az Osszeg- ¢és kiilonbségi frekvencidjuk (P(w;+w;) ¢€és P(w—w;); (2.20)-nek
harmadik és negyedik tagja
¢ valamint az id6ében allandé DC tag (optical rectification) P(0).
A gyakorlatban azonban ez a fazisillesztési feltétel csak ezen opciok egyikére teljesiil.
Munkam soran Osszegfrekvenciat keltettem (sum-frequency generation, SFG)
B3-BaB,0s (BBO) egytengelyli nemlinearis kristalyban, igy a késObbiekben csak ennek
alapjaira térnék ki egy kicsit részletesebben. A geometriai elrendezést és az energia-szinteket

a 15. abran szemléltetem.

0,

Kapuzé impulzus =/ Jeemiooonenee » Frekvencia

konvertalt jel — e ‘”s

Nemlinearis 0g= o+ 1

kristaly, ¥?

\ 4

15. abra — Osszegfrekvencia keltés szemléltetése (a) és energiaszintek értelmezése (b)

Az Osszegfrekvencia keltése parametrikus folyamat (azaz a folyamat csakis a torésmutatd
valds részétdl fiigg), amelyben az energia a nemlinedris kozeg hatasara (y?) az oszcillald
modusok kozott a csatolds miatt atcsoportosul. Az energiadramlds iranya egy adott
folyamatban a terek egymashoz viszonyitott relativ fazisatol és kezdeti intenzitdsatol fiigg. A

keltett ij komponens intenzitasa [72]:
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) AkKL
I, ~d}, -I,-1,-L* -sinc® {T} (2.22)
ahol I; és I, a kapuz6d impulzus és a fluoreszcencia intenzitdsai, d,y a masodrendii

szuszceptibilitas tenzorbdl szamolhatd, anyagra jellemz6 paraméter, L pedig a kristaly hossza.
Jol latszik, a konvertalt jel intenzitisa sinc® fiiggvényen keresztiil fiigg a Ak =ki +k» —ks
fazisillesztési paramétert6l, ahol El , Ez és ES az egyes nyalabokhoz tartozo hullamvektorokat

jeloli. Maga a frekvenciakeltés a kristdlyban lokalis, a keltett frekvenciakomponens a keltd

crer

keltett komponensek terjedési sebessége kiilonbdzd — marpedig a diszperzid miatt a harom

kiilonbozdé frekvenciaji hullam sebessége nincs illesztve, vagyis Ak#0 -, akkor a
kolesonhato terek nincsenek egymadssal fazisban. A kimend jel erdssége oszcilldlni fog a
periodikusan konstruktiv és destruktiv interferencia miatt, ahogyan a kristdly hosszén

keresztiil haladnak. A legjobb konverzidos hatasfok elérése érdekében tehat az
impulzusmomentumnak is meg kell maradnia, vagyis a k hullamvektorokra teljesil a
Zf(i =0 feltétel, ami mind a kollinearis, mind pedig a nem-kollinearis fazisillesztés esetét

magaba foglalja.

A fazisillesztés megvalositasdnak legelterjedtebb modja az optikai kettdstord
kristalyok alkalmazasa. Mivel a kettdstord kristalyok torésmutatdja kiilonb6zd a beesd nyalab
polarizacojanak fliggvényében, a beesd nyalab polarizacidjanak megvalasztasaval és a kristaly
megfeleld forgatasaval biztosithaté a fazisillesztés a beesé és a keltett hullamok kozott.
Minthogy a torésmutato fligg a hulldmhossztol, kiillonb6zoé hullamhosszakon a fazisillesztés
mas-mas irdnyokban teljesiil. Az ordindrius (n,) €s extraordinarius (n.) torésmutatok
egymashoz vald viszonyat negativ (n.<n,) egytengelyli kristdlyokban — mint pl. BBO,
KH,PO4 vagy az LiNbO; kristalyok —, az indexellipszoiddal szemlélteti (/6. abra). A
fazisillesztés irdnyat az ordindrius polarizacioji w; €s az extarordinarius polarizacidju w;
hulldm kézott a k vektor hatarozza meg. Ez alapjan megkiilonboztetiink kollineéris és nem-

kollinearis elrendezést.
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no(wz) \ 5

No(® 4) \.\>

ne(“)z)

{100 WL

optikai tengely

16. abra — Az indexellipszoid metszete BBO kritalyban

Altalaban a kelté (o; és m,) és a keltett (w3) hullamok polarizacidja alapjan szokés
kiilonbséget tenni a kiilonbo6zd tipusu fazisillesztések kozott:
¢ [ tipusu fazisillesztés: E_ (o,)+E_ (®,)=E (®,)
¢ 1L tipusu fazisillesztés: E (o) +E,(0,) =E, (o)
ahol E az elektromos mez0t jeloli extraordinarius hullam (e), valamint ordinérius hullam (o)
esetében, tovabba a (2.20) alapjan fennall, hogy ;+m;=w;. Mindezt Osszefoglalva a

kiilonboz6 tipusu egytengelyti kristalyok esetén az 1. tablazatban mutatom be.

FAZISILLESZTES POZITIV EGYTENGELYU NEGATIV EGYTENGELYU
NN, ne<n,
o — 1 ° € e 0 o
L. tipusu n;0; =00, +1,0, n;0; =1, 0, +1,0,
0 _ .0 € € _ € 0
I1. tipusu n;0; =00 +1,0, n;0; =00, + 1,0,

1. tablazat — Az I-es és I-es fazisillesztés megvaldsulasa kiillonbozo tipusu kristalyok esetén

Munkéam soran 1. tipust fazisillesztést hasznaltam, ahol a BBO kristaly fazisillesztési szogét

(0) az ordinarius ¢és extraordindrius torésmutatokbol meghatdrozhatjuk példaul

masodharmonikusra:
11
sin> 0 = niiw) n§(2lco) _ (2.23)

n’Q2w) nl(20)
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Konkrétan 800 nm kdzponti hullamhosszt impulzusnadl masodharmonikus keltés esetén a

fazisillesztés szoge 29.5 fok BBO kristalyban.

2.2.4.3. ABSZORPCIOS SPEKTROSZKOPIA ALAPOK
Egy minta hullamhosszfliiggd abszorbancidja (A) vagy optikai denzitadsa (OD) az

I(2)

M 2.24
1,00 (229

A(L)=-log

kifejezéssel definialt, ahol /) a beesd intenzitds, / pedig a mintdn atmend transzmittalt
intenzitas. Alapvetden, a statikus abszorpcids spektrum az UV—lathat6 tartomanyon a mintank
elektron-allapotardl ad informaciot. Vagyis a termikus egyensulyi allapotbdl vald energia
atmenet kiilonbségét mérjiik: az alapallapot (Sp) és a gerjesztett allapotok (S,) kozti
kiilonbséget. Emellett a detektalt atmenet oszcillator erdsségérdl is informécidhoz juthatunk.
A koncentracio (C, [M vagy mol/l]) és a hullamhossz-fiiggd moldris extinkcids
egylitthato (g(4), M'em™)) kapcsolata az abszorbanciaval a Beer—Lambert-torvény szerint

[96]:
A =g(1)-C-L, (2.25)

ahol L a vizsgalt minta vastagsaga cm-ben.

A kémiai kotések szakadasa, alakja és valtozasai a térben ultragyors sebességgel
torténnek, vagyis a pikoszekundum alatti idétartomanyban zajlanak. Ezek a dinamikus
folyamatok magukba foglaljdk az elektronok és atommagok mozgéasat. Ezen folyamatok
megfigyeléséhez nem csak széles spektralis tartomdnyra van sziikség, hanem
femtoszekundumos iddfelbontasra is. E témakorrel részletesen a femtokémia illetve a
femtobiologia foglalkozik, tobbek kozott Ahmed H. Zewail (kémiai Nobel-dij 1999-ben)
Gttéréd munkassaganak koszonhetéen [17-19]. O olyan, Gn. pumpa—proba mérési eljarast
fejlesztett ki, amellyel femtoszekundumos iddskéaldn kovethetd a kémiai-biologiai reakciok
idébeli lefolydsa, azaz a kémiai kotések kialakuldsdnak, bomlasédnak és atrendezddésének
dinamikaja atomi szinten.

Tranziens abszorpcios mérésekbol tobbek kozott az alabbi informaciokhoz juthatunk:
= Félvezetd lézeranyagokban lezajlo optikai erdsités mechanizmusa;
= Fotokémiai reakciok kinetikaja és dinamikaja;

= Intra- és intermolekularis gerjesztési energiatranszfer.
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2.2.4.4. AZ ULTRAGYORS TRANZIENS ABSZORPCIO MERESE

A tranziens abszorpcios pumpa-proba modszer alapelve konnyen megérthetd az alabbi, /7.
abra segitségével. A gerjesztd pumpa impulzust kovetden, a mintat meghatdrozott t
idépontokban (az egyik nyaldb késleltetésével) probaimpulzusokkal vilagitjuk meg, és
detektaljuk a minta abszorpcids spektruménak iddbeli valtozasat spektrograf és CCD kamera

segitségével. Az iddbeli felbontdst a pumpa €s proba impulzusok konvolicidja adja meg.

Pumpa impulzus
: ; MINTA

LEZER % FAE % ’
| Monokromdtor

FAE Chopper | .
Detektor
——= >

“ . .
* Referencia impulzus
Préba impulzus

Késleltetd I
egyseég

17. abra — Tranziens abszorpciomérés sematikus rajza (az ,,FAE” rovidités: frekvencia atalakité egység)

Abszorpcids spektroszkopidban az adatok értelmezése az oldott anyag abszorpcidjanak
koncentracio-fliggésén alapul. Ezt a kapcsolatot a Beer—Lambert-tdrvény alapjan (2.25)
felirhatjuk a mintdn 4tmend, transzmittalt intenzitasra (T):

T _ Lt) — 1078(7»)-L'C .

=10 (2.26)

A detektalt jelek analizise tulajdonképpen abban all, hogy Osszevetjiik a proba intenzitasat a
mintan valé athaladas utan gerjesztéssel illetve gerjesztés hatasa nélkiil. Ezt a gyakorlatban
chopper alkalmazéasaval szokds megvaldsitani, ami periodikusan blokkolja a pumpa nyalabot
(Id. 17. abra). A detektorunkkal igy mérjiik a proba impulzus intenzitasat az alapallapotban
gerjesztés nélkiil (Porr), és a gerjesztett allapotban a pumpat kovetden Pon. A (2.26) alapjan a

pumpa altal indukalt abszorpcid véltozasa:

(A, O)p

AAL D) =AM 1), —AM1), =-lo :
() =AM, p, — ARy g 100,

(2.27)
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Amikor a proba impulzus nem elég stabil a mérések hossza ideje alatt, referencia nyalabot
szokas hasznalni, ami ugyan nem halad keresztiil a mintan, de a probaimpulzussal egyidejlileg
detektalhatd. Kisérleteim sordn a proba impulzust két részre osztottam a minta el6tt, ahogy azt
a 17. 4bran is szemléltettem.

A Beer-Lambert-torvényt alkalmazva kicsiny (néhany %) abszorpcié-valtozas és

inkoherens (sztohasztikus) folyamatok esetén
AA(, 1) = Z &, —8; (A)- Acsi (t-L. (2.28)
i,j

Ahol az 1—j allapotok molaris extinkcios egylitthatoja i, és AC; a koncentracio (populacio)
kiilonbsége (=Pon— Popr) az S; éllapotban. Ez az egyenlet csak akkor érvényes, ha az
extinkcids koefficiens idofliggetlen, azaz nincs relaxacié vagy koherens folyamat, s ekkor az
1d6- ¢és hullamhosszvaltozok elkiilonithetdek egymastol. Leegyszeriisitve tehat megkapjuk,
hogy S; allapotban tobb (AC; > 0) vagy kevesebb (AC; < 0) a populacio.

Osszegezve tehat a mért adatok a pumpalas hatdsara bekovetkezd gerjesztett
allapotbeli és az alapallapotbeli abszorpcio kozti kiillonbséget adjak meg az i1d6 fliggvényében.
A detektalt abszorpciovaltozas mogott a kovetkezo jelenségek huzdédhatnak meg, melyet a /8.
abran szemléltetek: (1) alapallapot Kkifehéredése (ground state bleaching), (2) stimulalt
emisszié (SE), valamint (3) gerjesztett allapotbeli abszorpcio (excited state absorption,

ESA).

Abszorbancia valtozasa

Hullamhossz

18. abra — A detektalt tranziens abszorpcios jel lehetséges értelmezésének
szemléltetése: kifehéredés (szaggatott vonal), stimulalt emisszid (pontozott vonal),

gerjesztett allapoti abszorpcid (sziirke vonal), a folyamatok 6sszege (vastag vonal)
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A 18. ébra, valamint a (2.28) egyenlet alapjan tehat az alapallapot kifehéredése esetén AA
negativ, mert a koncentracido az Sy allapotban nagyobb pumpalds nélkiil, ez a ACg, < 0 -t
eredményezi, mig L és g,; > 0. Hasonlé meggondolas alapjan kapjuk, hogy SE esetén is AA
negativ, mert a koncentracid valtozasa ugyan pozitiv, de ;¢ < 0. Az indukalt abszorpcid
(ESA) is megjelenik a gerjesztett (S;) és a magasabb (S,) allapotok kozott, ezesetben a AA
pozitiv, mert a pumpalds miatt n6é a populacio, és az ¢ koefficiens is pozitiv értéki.

Az idébontott abszorpcid valtozasanak tanulmanyozasara mindezek miatt az ultrardvid
lézerimpulzusok alkalmazisa a legmegfeleldbb, hisz igy az impulzusoktdl fiiggden akér
né¢hany 10 fs-os id6felbontassal is tudjuk mérni a kinetikdkat. Elony tovabba, hogy példaul
fehér fény kontinuumot alkalmazva proba impulzusnak, a megfigyelt spektrum akar a kozeli
UV-tél a teljes lathatdo tartomdnyon at (300-800 nm) informaciot adhat a molekula

elektronallapotarol.
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3. CELKITUZESEK

Biofizikai vizsgalataim egyik targya a bakteriorodopszin, a Halobacterium salinarum nevu
archea egyik membranfehérjéje, amely az elmult 30 év szdmos bioldgiai és biofizikai
kutatdsanak egyik legjelentésebb molekuldja. A fehérje fény hatasara protont pumpél az
energiatermeléshez a baktérium szaméara. E funkcidja sordn a bR-ben fényindukalt
torésmutato-valtozas 1€p fel. Ez a jelenség szamos fotonikai felhasznalasi lehetdséget kinal,
tobbek kozott az integralt optikdban (tisztdn optikai elven mokodé kapcesolo), az
adattarolasban (polarizaciés hologramok) és a nemlinedris optikdban (masodharmonikus
keltés). Masrészt tobb publikacidoban javasoltak a fehérje fotoelektromos tulajdonsagainak
felhasznalasat is.

Annak ellenére, hogy szdmtalan helyen hasznaljadk a bR-t, diszperzidjara, valamint
koncentraciofiiggd térésmutatdjara vonatkozod pontos mérési adatok az irodalomban nem

allnak rendelkezésre. (1) Célul tiiztem ki ezért _a bR szuszpenzio koncentrdaciofiiggd

toréesmutatojanak meghatdarozdsdt, valamint Sellmeier-tipusu diszperzios egyenletek

illesztését _a_teljes lathato _hullamhossz-tartomanyon. Méréseimet Dr. Osvay Karoly

irdnyitasa alatt a Szegedi Tudomdanyegyetem Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékén
talalhatd6 TeWaTi laborban Osszedllitott femtoszekundumos titdn-zafir 1ézer oszcillatoranak
impulzusaival végeztem, néhany mérésnél pedig nagynyomasu xenon-lampat hasznaltam.
Napjaink kommunikacios halozatainak adatforgalma ¢és sebessége folyamatosan
novekszik, jelenleg az 1 Tbit/s-os hdlozat képviseli az elvart sebességet és adatatviteli
kapacitast. Altalanos vélemény, hogy a teljesen optikai adatatvitel az egyik legigéretesebb
irany e cél eléréséhez. Az integralt optikai fejlesztések egyik kulcskérdése egy olyan,
megfeleld nemlinearis optikai (NLO) tulajdonsagokkal rendelkezd anyag megtalalasa, amely
aktiv szerepet tolthet be az integralt optikai aramkorokben. Az egyik 1) lehetséges jeldlt lehet
a bR, amely kedvez6 NLO tulajdonsdgai mellett optikai és mechanikai stabilitassal is

rendelkezik, és nem utolsosorban olcsd. (2) Célul tiztem ki _a bR fotociklus

szubpikoszekundumos (<0.5 ps) bR—I datmenetének vizsgdlatdat fehérje alapu integralt

optikai eszkoz megvaldsitisa céljabol. Méréseimet OPCPA (optical parametric chirped-pulse

amplification, optikai parametrikus fazismodulalt impulzus erdsités) rendszerrel végeztem az
SZTE Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék TeWaTi lézerlaboratoriumaban Dr. Osvay

Kéroly és Dr. Dér Andras vezetésével.

39



Az elmult években az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Biofizikai Intézetében
Dr. Groma Géza vezetésével részt vettem egy 1j femtobiologiai laboratorium felépitésében,
elsdsorban a komplett femtoszekundumos 1ézerrendszer, valamint a fluoreszcencia kinetikai
vizsgalatokhoz sziikséges frekvencia-konverziés ¢és egyfoton-szdmlalo méréberendezés
megvalositdsaban. A 1étrejott mérdberendezés alkalmas a heterogén bioldgiai mintakban
természetesen jelenlevd vagy mesterségesen bevitt kromoforok fluoreszcencidjanak széles
1d6- és spektralis tartomanyban torténd vizsgalatara, és ezen keresztil a kromoférok
mikrokdrnyezetében fellépd valtozdsok monitorozasara. A legfontosabb autofluoreszcenciaval
rendelkez6 biomolekulak kozz¢é tartozik a FAD és a NADH koenzim, amelyek a 1égzési lanc
redox folyamataiban jatszanak kulcsszerepet. A FAD ¢és a NADH fluoreszcencia kinetika
idoalladoit széles korben alkalmazzak az egészséges és patoldgias sejtek jellemzésére,
ugyanakkor rendkiviil kevés adat all rendelkezésre arrdl, hogy a mikrokdrnyezet egyes elemi
paraméterei hogyan befolyasoljak ezeket az idéallandokat. Erdemes tehat korbejarni, hogy
ezen molekuldkon oldat fazisban az oldoszerek polarossaganak, H-kotéseinek és pH
értékeinek valtoztatasdval milyen valtozasok 1épnek fel fluoreszcencia jellemzdkben, és

Osszehasonlitani a valds biologiai kornyezetben mérhetd értékekkel. (3) Célul tiiztem ki a

FAD koenzim fluoreszcencia életidejéenek meéréset a 100 fs — 10 ns idotartomdanyon

kitlonbozo mikrokornyezetekben (kiilonbozo oldoszerekben illetve fehérjehez kotve).

Méréseimet a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpontjaban
végeztem, femtoszekundumos oszcillatort hasznalva fényforrasként. A mérési modszerek
ismertetésénél bdvebben beszamolok e komplett fluoreszcencia mérérendszer felépitésének
részleteirdl.

A NADH molekula két kromoforja kézott hatékony FRET folyamat tud 1étrejonni,
melynek mértéke erdsen fiigg a molekula konformacids allapotatol. A gerjesztést kovetd
intramolekularis folyamatok pontosabb megértése céljabol, a kés6bbi tervezett fluoreszcencia

méréseket megelézoen (4) célom volt, hogy a NADH koenzim kiilonbozd (nyitott és zart)

konformdcios dallapotait részletesen tanulmdnyozzam tranziens abszorpcios meérések

alkalmazdasdval. Méréseimet a strasbourgi CNRS-IPCMS DON (Department of Optics and

Nanophotonics) intézetben végeztem Prof. Stefan Haacke irdnyitasa alatt. Méréseim soran

femtoszekundumos erdésitett 1ézerrendszer impulzusait hasznaltam.
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4. KiSERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

Munkdm soran femtoszekundumos fényforrdsokat hasznaltam, melyek titdn-zafir
oszcillatorok, illetve erdsitett 1ézerrendszerek voltak. Ebben a fejezetben sorra bemutatom az
altalam hasznalt lézerek paramétereit, és a méréseim soran alkalmazott kisérleti modszereket,
mérési elrendezéseimet, tovabba a felhasznalt bioldgiai mintak elokészitésének modszereit.
Részletesen ismertetem az altalam felépitett frekvencia konverzios és egy-foton szamlalo

technikakon alapuld komplett fluoreszcencia mérdberendezést is.

4.1. TORESMUTATO MEGHATAROZASA FOLYADEKOKBAN

4.1.1. KETKOMPONENSU FOLYADEKOK TORESMUTATOJA

A DR preparalasa soran nyert bibor membran szuszpenzid optikai siiriisége extrém nagy
(OD=17-60), ezért a fénytorés kozvetlen mérése nehéz vagy lehetetlen. Méréseimet ugy
végeztem, hogy a bR szuszpenziot kiilonbozd, meglehetdsen alacsony koncentracidkra
higitottam, amibdl kés6bb visszaszamoltam a higitatlan minta torésmutatojat.

Minthogy az egyedi bibor membranok vastagsaga (~5 nm) joval kisebb a lathatd fény
hullamhosszanal, a torésmutat6 meghatarozdsa szempontjabol a szuszpenziéo olyan
kétkomponensii folyadékoknak tekinthetd, melynek Osszetevéi nem 1épnek kémiai reakcioba
egymassal. Ilyen keverékek torésmutatdjanak leirdsara az egyik leggyakrabban hasznalt

formula a Schwers (vagy Lattre) —egyenlet, amely a konkrét mintara alkalmazva [107]:

V,

Mix

VbR + VTRIS ’ (4'1)
Ny (M) N (1)

Ny (A, Vig) =

ahol n és V" a torésmutatot €s térfogatot jelentik, a Mix, bR és TRIS indexek pedig rendre a
higitott bR szuszpenziora, az izolalt bibor membranra és a TRIS pufferre utalnak. gy a puffer
¢s az oldat torésmutatdjdnak ismeretében az izolalt bibor membran térésmutatdja
meghatdrozhato.

Nagyon alacsony koncentraciokon (1-50 umol/l) altalaban linearis kozelitést alkalmaznak

[108, 109]:
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Ny (A, Cop) = (A) - Cip + 05 (M), (4.2)

ahol Cpr a bR szuszpenzié koncentracidja térfogat-szazalékban, a(4) pedig illesztési
paraméter (specific refractive increment). A bR torésmutatdja tehdt meghatarozhato az

nur()=nux(A 1) értékeknél.

4.1.2. A bR MINTA ELOKESZITESE

A mérésekhez a bR mintat a Szegedi Biofizikai Kutatdintézetbdl, szuszpenzidé formdjaban
kaptam. Méréseimhez ezt a mintat higitottam kiilonb6z6 mértékben. A szuszpenziok aktudlis
(568 nm) = 63000 M'cm™ érték alapjan [110].

A kiilonb6zé koncentracidji  bibor membran szuszpenziokat 10 mM-os
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Sigma-Aldrich) pufferben készitettem el pH=7.0 értéken.

Ennél a pH-nal a bibor membranok aggregécidja nem volt szamottevo.

4.1.3. A bR TORESMUTATO-MERESENEK KiSERLETI MODSZERE

A folyadékminta torésmutatdjanak meghatdrozasat klasszikus refraktometriai mddszerrel
szuszpenzidkat egyenként liregprizmaba tettem, majd a goniométerbe helyeztem. A szdgek
leolvasasa kameraval tortént — a nagyobb pontossdg ¢€s a megfeleld infravords érzékenység
elérése érdekében. Hogy minél szélesebb spektrumon tudjak mérni, két kiillonb6z6 fényforrast
hasznaltam (/9. abra). A 390-780 nm kozotti hullamhossztartomanyon 200 W-os
atlagteljesitményli Xe lampa kollimalt fényét hasznaltam. A kivant hullamhossz-értéket SPM-
2 monokromatorral allitottam be, ahol a spektralis savszélesség mindvégig 0.4 nm volt — igy a
60 uW teljesitményli megvilagitassal megakadalyoztam a minta gerjesztését, és a kifehéredést

is kikiiszoboltem [112, 113] a 390-780 nm kozotti tartomanyon.

*
Monokromdtor | K Goniométer

liregprizmdval

| Ti:S oszcilldtor H Monokromdtor |

19. abra — Kisérleti 6sszeallitas sematikus rajza
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A 780-880 nm kozotti hullamhossztartomanyon torténd mérésekhez 70 MHz ismétlési
frekvenciaju, titan-zafir 1ézer oszcilldtoranak impulzusait hasznaltam. A 100 nm spektralis
félértékszélességli (~18 fs) fényt egy Jobin Yvon H20UV monokromatorba vezettem (ahol a
spektralis savszélesség szintén 0.4 nm volt), majd leképeztem az iiregprizma faldra. Az
impulzusvonulat atlagteljesitménye sziirok hasznalataval a mintanal mindvégig 10 pW koriili
értek volt. Tekintettel az alacsony intenzitasra, a tobbfotonos abszorpcid nem jatszott
szerepet, a mérés alatt a bR mindvégig alapallapotban maradt. Méréseimet 22 °C
hémérsékleten, 42% paratartalom mellett végeztem teljesen sotétben.

A mérési elrendezésben a goniométerhez érkezd kvéazi-monokromatikus forrasbol
¢rkez0 fény athaladt a bemend résen és a goniométer kollimator lencsé€jén, igy egy
parhuzamos nyalab haladt 4t az {ires prizman. A bemend rést egy teleszkoppal a kamera
sikjara képeztem és a goniométer skaldjat nullaztam. Ezutdn a prizmat feltoltottem a
folyadékmintdval és a minimalis deviacid szdgére allitottam, mikozben a teleszkopbodl és
kamerabdl allo egységet ugy forgattam, hogy a rés képének helye a kameran ne véltozzon. Az
egyes spektrumvonalakhoz tartozé elforditas mértékét a noniusz-skalarol olvastam le. A o
minimalis devidcid abban a pontosan szimmetrikus esetben all fenn, amikor a prizmara eso
fény beesési szoge egyenld a kilépési szoggel. A Snellius—Descartes-torvényt a tordfeliiletekre

alkalmazva, a kovetkezd egyenldség allithato fel:

an(224) .

air 'W’
2

ahol nyy, és ng, az lireges prizmaban levd folyadék, ill. a levegd torésmutatdja, ¢ pedig a

N, =n

prizma két megfeleld oldala altal bezart szog. Ez utobbi egy HeNe 1ézerrel végzett méréssel

59.84+0.0017° -nak adodott.
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4.2. ULTRAGYORS OPTIKAI KAPCSOLAS BAKTERIORODOPSZINNAL

4.2.1. A PUMPA ES A PROBA IMPULZUSOK ELOALLITASA

A pumpa-proba méréseimet 10 Hz-es, TW-osztalyl 1ézerrendszer 800 nm-es impulzusaival

végeztem, amelyeket két részre osztottunk (20. abra).

. 800 nm i . . R
hibrid | 54, | id6beli csorp és

erésitd | 150 ps szogdiszperzid
manipulalasa

800 nm

2.7 ml 800 nm
1'50’:S 1.5mJ
532 nm 50 ps -
200 m) 1.6 um 232 nm
0.45 mJ 0.21m)
7.5 ns
150 ps 46 ps
=p OPCPA ‘—P'I SFG = kompresszor
* Proba
Y0ps _ _ YOOI

optikai kapcsolas |

kisérleti elrendezese

20. abra — Az erésitett zold OPCPA rendszer sematikus rajza

Az intenzivebb részbdl optikai parametrikus fazismodulélt impulzus-erdsités (OPCPA) és
fazismodulalt Osszegfrekvencia-keltés (chirp-assisted SFG) kombinéciojaval [114],
kompresszalast kovetden allitottuk el6 a 150 fs iddtartama, 80 pJ energidji pumpa
impulzusokat. A kompresszalast kovetden a pumpaimpulzusok spektralis és id6beli jellemzdit

a 21. dbran lathatjuk.

a) b)

1,00 T T T T 90 , , , : :
3 =
£ 0,754 . =)
n
© 8 604 |
N 12 nm 2

-— 0 2

£ 0509 —> | 1 ] “kesleltetés (ps)
@ 5
© £ 30-
£ 0,254 - =
3 I
1) n

0,00- T T T T = 0 T T T T T

510 520 530 540 -600 -400 -200 0 200 400 600
Hulldamhossz (nm) Késleltetés (fs)

21. abra — Az erdsitett pumpa impulzus spektruma (a) és a masodrendii autokorrelacio (b) 50 pm vastag BBO

hasznalataval, beliil a 12 ps-os id6ablak nagyitasa lathato.
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4.2.2. A KAPCSOLAS MEGVALOSITASANAK KISERLETI ELRENDEZESE

Ezzel a szélessavu (21.a abra), zold impulzussal a bR abszorpcids savjat gerjesztettem 530
nm-es kdzponti hulldmhosszon, elinditva a fotociklust. Az SFG kristalyon athaladd, 800 nm-
es, 1 uJ-os proba impulzus spektralis savszélessége 1800 mm™'—es arany racs, egy optikai rés,
illetve Fabry—Perot-interferométer (finesse =~ 50) alkalmazasdval 0.2 nm, transzformacio-
limitalt idébeli félértékszélessége pedig 3 ps volt (22.a abra). Az impulzusokat megfeleld
késleltetés utan egy szaritott bR filmmel bevont racsos csatoldsu sik hullamvezetére
iranyitottam (22. a és b abra). A hullamvezetobe a megfeleld beesési szog alatt becsatolt fény
intenzitdsvaltozasat egy gyors fotodiddaval (Thorlabs, DETI0A) és egy sokcsatornas
analizatorral (LeCroy WaveRunner 6100A4) mértem.

A méréseim soran optikai hullamvezetét (Oerlikon Balzers) hasznaltam, amely egy
iiveghordozobol (Ns = 1,51) és egy vékony (d = 200 nm), nagy torésmutatoval rendelkezd
dielektromos anyagbol (TiO2, nr = 1,72) késziilt vezetd (film)rétegbdl allt. A hullamvezetd
rétegbe vald becsatolas diffrakcios racesal (2400 vonal/mm) tortént, amelyet a szubsztrat-film
hatarfeliiletre integraltak (22. b abra). Megfeleld feltételek mellett a fény becsatolasa az
elsérendii diffrakcid alkalmazéasaval valosithato meg. A TE és TM modusok esetén csak

pontosan meghatarozott beesési szogeknél teljesiil a hullamvezetés [40, 91].

(@) ‘ hullamvezet (b) bR adlayer hullimvezeto réteg
WbR mintaval '

racs
.

“ ==
y
trigger BI
/ szubsztrat
\ \ proba
késleltetés
Fabry-Perot N\ i racsos "
préba : , becsatols

22. abra — (a) Kisérleti elrendezés. Az optikai kapcsolast 530 nm pumpa impulzussal valositottuk meg, az
effektust a 790 nm koézponti hullamhosszti préba impulzusokkal vizsgaltuk. A pumpalas hatdsara
bekdvetkezé intenzitasvaltozast gyors fotodiddaval és oszcilloszkoppal detektaltuk. (b) Az optikai

kapcsolas sematikus rajza
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4.3. IDOBONTOTT FLUORESZCENCIA SPEKTROSZKOPIAI MERORENDSZER
4.3.1. A MINTAK ELOKESZITESE

A FAD mintat a Sigma-Aldrich vallalatté] rendeltem. Méréseimhez minden nap friss 3-107
M-os torzsoldatot készitettem 50 mM-os, pH = 7.0 foszfat pufferben. Ezutan az eredeti
pufferrel, valamint dioxannal, etanollal é¢s DMSO-val 1:1 aranyban higitottam a FAD
torzsoldatot. fgy méréseim soran a FAD koncentracidja mindvégig 1.5-10° M volt. A kotott
FAD-ot tartalmazé flavocitokrom C (Flavocytochrome C, FCC) fehérjét Dr. Bagyinka Csaba
(SZBK, Biofizikai Intézet) preparalta.

4.3.2. A FREKVENCIA KONVERZION ES TCSPC TECHNIKAN ALAPULO MERESEK TERVEZESE,

KISERLETI OSSZEALLITASA

Az idéfelbontasos fluoreszcencia mérésekre laboratoriumunkban a kdzelmultban egy titan-
zafir oszcillatoron (FemtoRose 100 TUN, R&D Ultrafast Lasers, Hungary) alapulé kombinalt
mérési elrendezés épitésében vettem részt, amely a fluoreszcencia kinetikat a frekvencia
konverzios és a TCSPC mddszerével egyarant képes mérni. Részletesen a mérési elrendezést
a 23. dbra mutatja. Az els0 modszer elénye a nagy iddfelbontas (késziilékiinkon ~200 fs),
azonban ennek a nemlinedris Osszegfrekvencia keltésen alapulé moddszernek kicsi az
érzékenysége. A TCSPC eljaras idéfelbontasa 1ényegesen rosszabb (késziilékiinkon ~40 ps),
érzékenysége viszont nagysagrendekkel meghaladja az eldz6 modszerét, igy a két technika
kombinalasa jol kiegésziti egymast.

A titan-zafir oszcillatorbdl érkezé 800 nm-es 650 mW atlagteljesitményti, p-polarizalt
impulzusokat egy nyaldbosztd segitségével két egyenld részre osztottam. Az egyik rész a
tovabbiakban kapuimpulzusként, a masik pedig optikai pumpaként szolgalt. A pumpakarban
halad6 impulzusok polarizaciojat A/2 lemez segitségével s-polarizacidba forgattam, majd egy
600 pum vastag BBO (a 23. dbran SHQG) kristalyban méasodharmonikust keltettem I. tipust
fazisillesztéssel. Igy méréseim soran a mintaimat gerjesztd p-polarizalt impulzus

hullamhossza 400 nm volt.
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Nyalaboszté Pumpa
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23. abra — ,Kettdé az egyben” mérési elrendezés: idébontott fluoreszcencia mérésére alkalmas
rendszer fejlesztése 100 fs — 10 ns id6tartomanyban. A kétféle elrendezés csak a minta utan
kiilonbozik, a kettd kozott csapotiikorrel lehet atvaltani. A folytonos vonal a frekvencia konverzios
megoldast szemlélteti (révid, 1 ns alatti idotartomanyon), a szaggatott vonal pedig a TCSPC

technikat mutatja (100 ps — 10 ns kozti idétartomanyon).

A gerjesztd fény karositd hatdsanak minimalizaldsa érdekében, a folyadék allapotd minta
mindkét elrendezésben egy 1 mm vastag, négyzet alapti kapillarisban dramlott egy
perisztaltikus pumpa segitségével. A mintdban a fokuszalt gerjesztd fény 24 pum atmérdji
volt. Az emittalt fluoreszcenciat egy nagy apertraju (3 inch 4tmérdjii) off-axis parabolatiikor-
par (JanosTech, 300-750 nm AR coating) segitségével gylijtottem 0ssze, majd fokuszaltam. A
tiikorpar alkalmazasanak nagy eldnye, hogy a tipikus leképezési hibaktol mentes (pl. szini
vagy szférikus aberraciok, asztigmia, stb.). Az elsé tiikor 5 cm effektiv fokusztdvolsagu és
90°-ban kivagott parabola, amely 0sszegytlijti a nagy térszogbdl érkezd fluoreszcenciat és
kollimalja. A masodik tiikor (30 cm effektiv fokusztavolsag, 30°-os deviicid) azonos
atmérojl az elsével, €s a kollimalt fényt az dsszegfrekvencia keltésre hasznalt BBO kristalyra
fokuszalja (a 23. abran SFG). A parabola-par nagyitasa 1:6 aranyu, igy a fokuszban 180 um
volt a fluoreszcencia fény nyalabnyak mérete.

A parabola-par beallitasanal szem elott kell tartani, hogy méréseink soran a keltett
Osszegfrekvencia komponens nem lathatd, valamint az elsé parabola fokusztavolsaga kicsi az
atmérdjéhez képest, igy a mélységélessége is kicsi (1.6 um). Tehat meg kell talalnunk az elsd

crer

tiikor fokuszsikjaban a mintat, a masodikéban pedig a BBO kristalyt kell nagy pontossaggal
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beallitani. A pontos fokuszpontok helyének megkeresésére 10 um pinhole-t hasznaltam,
amelyet a pumpa impulzust fokuszald lencse mogott helyeztem el a fokuszpontban 3
dimenziés eltolon. Az intenziv nyaldb athaladt a pinhole-on, ami kisebb volt, mint a
fokuszpont. Majd a megfeleld6 poziciét a pinhole 3D mozgatasaval kerestem meg
teljesitménymérd segitségével, amelyet rogton a pinhole mogott helyeztem el. A maximalis
teljesitmény megtalalasa jol definidlja a fokuszpont helyét. A preciz bedllitds ezutan pausz
papir szort fényével tortént a kdvetkezo sorrendben.

1. Els6 parabola tiikor beallitasa: A pausz papirt a varhaté minta-pozicioba helyeztem (a
pumpa impulzus foékusza), hogy szimuldljak egy pontszerli fényforrast. Majd behelyeztem a
megfeleld fokusztavolsagban az elsd parabola tiikrot, és addig mozgattam, mig kb. 6 méter
tavolsagban a reflektalt fény a tiikor atmérdjével megegyezett, valamint éles, kor alaku lett.

2. Masodik parabola tiikor beallitasa: A masodik tiikrét 30 cm tadvolsagra a kollimalt fény
utjaba helyeztem, hogy a fényt fokuszalja. Haromszog moddszerrel kimértem a 30 fokos
nyilasszogét.

3. A masodik tiikor preciz fokuszpontjanak meghatarozasa: A masodik tikor fokuszsikjanak
(MFS) pontos helyét pinhole segitségével hataroztam meg.

4. Az elsé tiikor preciz fokuszpontjanak meghatdrozasa: Az els6 tiikkor fokuszsikjanak (EFS)
pontos helyzetét konnyen megtaldlhatjuk egy masik lézersugar visszakiildésével. Az MFS-be
most pauszt helyeztem, és a visszafele iranyitott szort fény fokusza kijeloli az EFS-et. A
pontos helyzetet az EFS-be helyezett pinhole beallitasaval hatarozhatjuk meg.

5. A pumpa fokuszanak ujradefinialasa: A pumpa fokuszanak egybe kell esnie az elsd
hogy a pumpa ez el6z6 esetben behelyezett pinhole-ra fokuszal.

A 24. aban Osszefoglaltam az elsé és masodik parabola tiikkor fokuszsikjanak
meghatarozasat. A helyes bedllitast kovetden az EFS-ba helyeztem a kapillarist 2D eltolon
(mivel a kapillarisban aramoltatott mintdinkat az optikai tengely és a horizontélis tengely
mentén kell mozgatni). Az MFS helyére pedig motoros forgaton helyeztem el az SFG-t végzo

BBO kristalyt.
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24, abra — Az off-axis parabola tiikrok fokuszsikjanak meghatarozasa (EFS: els¢ tiikor fokuszsikja; MFS:

masodik tiikor fokuszsikja)

A FREKVENCIA KONVERZION ALAPULO MODSZER

A felkonvertalasos elrendezésben kapuzo (proba) impulzusként a 1ézer alapharmonikusabol
kicsatolt masik nyaldbot hasznaltam (25. abra), mely egy 150 mm hosszl, motoros késleltetd
egységen (Newport, UTS széria, 0.1 um felbontds) athaladva ugyancsak a BBO kristalyra
fokuszalodott (=500 mm, nyaldbnyak 160 um). A megfeleldé pontossagl beallitas érdekében
a kristaly mogott egy kamerat helyeztem el, amellyel megfigyelhetd a két fokuszpont térbeli

atfedése.
Nyalaboszt6 Pumpa ~~
R >
Oszillator R SFG
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25. abra — A frekvencia konverzion alapul6 kisérleti elrendezés

A frekvencia konverzidhoz hasznalt BBO kristaly paramétereit 1. tipusa fazisillesztés
alkalmazasanal az SNLO szoftver [115] segitségével hataroztam meg (2. tabldzat). A kristaly
hosszat (600 pum) a lézernyaldb fokuszalt nyalabnyakahoz igazitottam [116]. Mivel a

fluoreszcencia fény széles spektralis tartomannyal bir, a megfeleld frekvencidk 6sszegzéséhez

49



szlikséges fazisillesztést a kristaly forgatasaval biztositottam. A forgatdsahoz motoros forgatot
(Newport, URS szeria, 0.001° pontossdag) hasznaltam. A forgatas miatt a kristaly 60
fazisillesztési sz0gét a (2.23) alapjan 35°- nak vélasztottam, hogy a mérendd fluoreszcencia
tartomany kozepén legyen (~530 nm konverziojanak felel meg), igy a kristallyal a teljes

lathato tartomanybol érkez6 fluoreszcencia fényt tudjuk konvertalni.

NYALABJELLEMZOK KAPUIMPULZUS FLUORESZCENCIA OSSZEGFREKVENCIA
Ko6zponti hullamhossz [nm] 795.0(0) 530.0(0) 318.0(e)

Walkoff [mrad] 0.00 0.00 79.30
Fézissebesség [c/...] 1.661 1.674 1.669
Csoportsebesség [c/...] 1.685 1.722 1.809

GDD [fs*/mm] 75.8 136.8 294.3

0 [fok] 36.9
Szogtolerancia [mrad®cm] 0.24

2. tablazat — A fluoreszcencia frekvencia konverzidhoz hasznalt nyalaboknak az alkalmazott BBO kristaly altal

meghatarozott paraméterei

Az Osszegfrekvencia keltés soran a legkritikusabb pont a fazisillesztetlenség. A gyakorlatban
nem-kollinearis geometriaval konnyebben kikiiszobdlhetd ez a probléma [117, 118]. A
megfeleld idéfelbontés és térbeli szilirés miatt az idealis beesési szoget a két nyalab kozott 12
foknak terveztem, 600 um vastagsagu kristaly esetén. A belsd reflexiokat eliilsé és hatsé fali
antireflexidos bevonatokkal kiiszoboltiik ki. A kristaly mogott réssel és UG11 savsziirdkkel
mind térben, mind spektralisan eliminaltuk a pumpa- és kapuimpulzusokat.

A kristalyban keletkezd Osszegfrekvencia nyalabot egy monokromator (Horiba Jobin
Yvon, iHR550) résére fokuszaltam egy 35 mm-es fokusztavolsagu fused silica lencsével (AR
250-400 nm). A monokromator — két kimend portja koziil az — egyik kimenetén egy
folyékony nitrogénnel hiitott 1024x256 pixelli CCD detektor helyezkedett el (Horiba Jobin
Yvon, Symphony), biztositva a teljes spektrum egyidejii detektalasat. A spektralis bontashoz
300 vonal/mm-es racsot hasznaltam.

A detektalas soran a fazisillesztés biztositdsa érdekében a BBO kristalyt a kivant
hulldimhossztartomanyban a rotator forgatta. A mérések sordn mindvégig egy adott
kristalypozicioban megmértem a kinetikat kiilonb6zd késleltetéseknél, majd a kristalyt a

kovetkezd pozicibba mozgattam. Ennek ismétlésével a nyert adatok a fluoreszcencia
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intenzitas 1d0- és spektralis fliggését tartalmaztdk. A kristaly szogének hullamhossz
Osszegfrekvencia keltése maximalis) a 400-760 nm spektralis tartomanyon C102, C153 és
Pyridine 1ézerfestékek fluoreszcencidjdnak mérése soran hajtottuk végre.

A t=0 késleltetés megkeresését a lézer harmadik harmonikusanak beéllitasaval
biztositottam (0 = 42°) oly modon, hogy a pumpa nyalab fokuszsikjaba pausz papirt
helyeztem. A beallitast megismételtem Ludox-szal (40 wt. % colloidal silica suspension in
H,0) toltott kapillaris elhelyezésével is. Ezutan az eltolé mozgatdsaval meghatiroztam a
harmadik harmonikus idd- ¢és hulldmhossz szerinti eloszlasat. Ezaltal megkaptam a

mérokésziilek idébeli felbontasara jellemzé keresztkorrelacids fliggvényt.

A FOTONSZAMLALASON ALAPULO MODSZER

A TCSPC elrendezésben a parabolatiikrokkel 6sszegytjtott fluoreszcencia fényt kollimaltam
(3:1 kicsinyités alkalmazva), majd kdzvetleniil a monokromator belépd résére leképeztem 150
mm fokusztavolsagu lencsével (26. ébra). A gerjesztd impulzus maradvanyat feliilateresztd
szlir6t (FGL435) alkalmazva eliminaltam a fluoreszcencia fénybdl. A monokromator masodik
kimend portjan egy lavina (avalanche) fotodidda (IDQuantique, ID-100) helyezkedett el az
egyfoton szamlalast végrehajtoé elektronikai egységhez kapcsoltan (Becker&Hickl GmbH,
SPC-130). Ebben az elrendezésben a fluoreszcencia kinetikakat a kivant hullimhosszakon
egymas utan lehetett felvenni a monokromator racsanak elforgatdsaval. A mérések kezdetén
mindig kimértem a rendszer atviteli fliggvényét a gerjesztd, azaz a 400 nm kozponti

hullamhosszt impulzussal, ami a mi elrendezésiink/detektorunk esetén mindvégig ~40 ps-nak

adodott.
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26. abra — A foton szamlalason alapulé kisérleti elrendezés
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A felkonvertalasos illetve TCSPC kisérletek soran az eltold és forgaté motorok szabalyzasat,
a monokromator beallitasat, a CCD kamera valamint a TCSPC egység adatainak kiolvasasat,
az adatok eldfeldolgozésat és grafikus megjelenitését egy egységes virtualis kezeldfeliilettel
ellatott Labview program (National Instruments) végezte. A teljes mérési elrendezés fotojat a

27. dbran mutatom be.
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27. abra — A felépitett komplett fluoreszcenciat méré berendezés

(Femtobiologiai Laboratorium, Biofizikai Intézet, MTA SZBK)

52



4.3.3. AZ ADATOK KIERTEKELESE

Mint az eléz6ekbdl lathato, az idéfelbontasos spektroszkopiai méréstechnikak soran nyerhetd
nyers adatok a fényintenzitas ido- és hullamhossz fliggése, mely egy I(A,t) 2D matrixba
rendezhetd. Fluoreszcencia kinetikak kiértékelése eredményeképpen a gerjesztett allapot(ok)
¢lettartamat és a hozzajuk tartozo amlitudok spektralis eloszlasat kell meghataroznunk.

A FAD mintdkon a fluoreszcencia kinetikdkat mindkét (frekvencia konverzio,
egyfoton) modszerrel megmértem. A felkonvertalas esetében a késleltetési pontok 1 ns-ig
logaritmikus skalan egyenletesen helyezkedtek el. A zajcsokkentés érdekében az igy nyert
adatokon az SVD maddszerrel sziirést hajtottam végre. A TCSPC mddszerrel a 1ézer 76 MHz-
es ismétlési frekvencidja 13 ns-ig terjedd mérési tartomdnyt engedett meg, melyen utdlag
logaritmikus kompressziot alkalmaztam. A két mérési modszerrel nyert adatokat a 100 ps — 1
ns atfedd idOtartomanyban Osszeillesztettem, és egymashoz fliztem. Az Gsszeflizés soran
megtartottam a TCSPC adatok eredeti amplitidgjat (detektalt fotonok szama), és ehhez
normaltam a felkonvertalassal nyert adatokat. Ez biztositotta a mérékésziilék spektralis
atvitelére vald egyszeri korrekciot a gyari adatok (monokromator, lavinadioda)
alkalmazasaval. Az id6tengely nulla késleltetését (tp) Gauss-fiiggvény €s egy exponencidlis
A hattérkorrekciot pedig a negativ idétartomanyra (t=0 el6tt) megéllapitott atlagintenzitasbol
szamoltam.

Az adatok kiértékelése ezutan tobb Iépésben tortént. A 1ényegesebb beallitasi
1épéseket, az adatsorok fobb analiziseit és a kinetikak kiértékelésére vonatkozd matematikai

formalizmust az alabbiakban 6sszefoglalom.

4.3.3.1. AZ IDOFELBONTAS, ATVITELI FUGGVENY

Az egyes spektroszkopiai modszerek térbeli €s iddbeli felbontdsa erdsen fligg a kisérleti
elrendezést6l. Egy adott bedllitasnal a késziilék atviteli fliiggvényén (IRF, Instrument
Response Function) a mérérendszernek egy végteleniil rovid impulzusra (Dirac delta jel) adott
valaszat értjiik, amelyrdl az aldbbiakban feltételezziik, hogy jol kozelitheté egy Gauss-
figgvénnyel. Az IRF a lavinadioda esetén fOként -elektronikai jellegli, mig a
femtoszekundumos pumpa-préba illetve fluoreszcencia frekvenciakonverzios technikaknal a
pumpa ¢és proba (vagy a fluoreszcencidt gerjeszté és a kapuzo) impulzus kozti

keresztkorrelacids fliggvény (CCF, cross-correlation function) definialja. A CCF valgjaban a
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két impulzus (x(t) és y(t)) atfedése a t késleltetés fliggvényében. Matematikai definicidja a

kovetkezd:

CCF(1) = [ x(t)-y(t+T)dt (4.4)

A frekvenciakonverzios technikanal az aviteli fliggvény az elébbiekben leirt harmadik
harmonikus keltéssel hatadrozhatdé meg. Esetiinkben ez jol kozelitheté volt egy ~250 fs
félértékli Gauss-fiiggvénnyel (28. abra).
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28. abra — A frekvencia konverzios mérések atviteli fliggvénye

A TCSPC eljaras atviteli fiiggvényét a pumpa impulzus kozvetleniil mért valaszjelébodl
hatarozhatjuk meg [100], melynek félértéke esetiinkben 38 (+4) ps-nak adodott (29. abra), j6

egyezésben a gyari specifikacioval (<40 ps).
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29. abra — A TCSPC mérések atviteli fiiggvénye
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4.3.3.2. ZAISZURES AZ SVD MODSZERREL

A szingularis értékek szerinti felbontds (SVD, Singular Value decomposition) gyakran
alkalmazott modszer a zaj csokkentésére. A modszer akkor alkalmazhato, ha a zajos jel egy
matrixszal reprezentalhato. Mint emlitettem, az idéfelbontasos spektroszkopidval nyert adatok
altalaban egy n X m -es M, matrixba rendezhetdk, ahol a sorok a kiilonb6z6 idépontokban,
az oszlopok pedig a kiilonb6z6 hullamhosszon a mért intenzitas(valtozas)okat tartalmazzak.
Az SVD felbontja az M mérési métrixot USV' —re, ahol az U unitér matrix, S a diagonalis

matrix és V' egy mésik transzponalt unitér matrix [119]:

M, =U_S V! (4.5)

nn-nm ' mm*

Itt a V' oszlopai tartalmazzak az egyes spektrumokat, az U oszlopai pedig az egyes
tranzienseket. Az S diagonalis matrixrol megmutathaté, hogy annak foatlojaban levd
szingularis értékek koziil a kisebbek foleg a jel zajkomponenseit reprezentaljak. Ezen kicsiny
szingularis értékek elhanyagolasaval, és az igy nyert ij SVD matrixot inverz transzformalva a

jel zajtartalma csokkenthetd.

4.3.3.3. A MERORENDSZER OPTIMALIZALASA ES KALIBRACIOJA LEZERFESTEKEKKEL

A bioldgiai mintak flureszcencidja altaldban szemmel nem lathatd, hiszen a bioldgiai anyagok
fluoreszcencidjanak kvantumhatasfoka altalaban kicsi, illetve a sejtek szamat nem lehet elég
nagy értékre ndvelni ahhoz, hogy mintank megfeleld OD-jii legyen. Ennek kovetkeztében a
mérések elott a mérdrendszeriink bedllitdsat célszerli 1ézerfestékekkel optimalizalni, és erre
egy jo beallitasi algoritmust kell taldlni.

A FAD méréseket megeldzden tehat tesztméréseket végeztem Malachite Green és
Coumarin 153 (C153) lézerfestékek fluoreszcencia ¢€letidejének meghatarozasara [120].

Elészor a Malachite Green festék idobontott fluoreszcencia spektrumat mértem meg a
frekvencia konverzids eljarassal. Ennek oka az volt, hogy az irodalom alapjan a vart életidok
nagyon rovidek, a fluoreszcencia (szokatlan modon az S,—S, atmenet soran) a néhany
pikoszekundumos tartomanyban lecseng [121-123]. Ezért j6 megolddsnak tiint a frekvencia
konverzios rendszeriink és kiértékelési algoritmusunk ellendrzésére. A mért idébontott
spektumokat a 30. dbra mutatja. A spektrumok kiértékelése soran figyelembe vettem a
hasznalt UG11-es Schott sziir6k, a monokromator racsa, valamint a CCD kamera spektralis

atvitelét, melyekkel korrigaltam a mért adatokat. Emellett a mintdn atmend 400 nm-es
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gerjesztd impulzussal Osszegfrekvencidt keltve kimértem a CCF-et, mellyel a késleltetéseket
korrigaltam. A kiértékelést kovetden eredményeim teljes egyezést mutattak az irodalomban

kozolt életidokkel (250 és 730 fs) [124], és idObontott fluoreszcencia spektrumokkal [123].
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30. abra — A Malachit green id6- és spektralisan bontott fluoreszcencidja

A kovetkezd 1épésben olyan lézerfestéket valasztottam — a Coumarin 153-at —,
melynek fluoreszcencidjanak lecsengése a nanoszekundumos nagysagrendbe esik, és jol
ismert, egyszerti molekula [125]. Szobahémérsékleten példaul etanolban a fluoreszcencia
kvantumhatasfoka elérheti a 80 %-ot is, korabban gyakran hasznaltdk lézeraktiv anyagként
rezonatorokban [126]. Ennek koOszontehden igéretes jelolt a kisérleti bedllitdsunk
optimalizalasara, hiszen szemmel j6l lathaté a fluoreszcenciaja. Igy segitségével a frekvencia
konverzios modszernél ellendrizni lehet a késlelteté egységiink preciz beallitasat, vagyis a
fluoreszcencia és kapuimpulzus térbeli atfedését a frekvenciadtalakitdé kristalyban, a teljes
idéablakunkban.

Meéréseim soran eldszor az iménti, Malachite Green festékkel jol beallitott frekvencia
konverzios eljarassal mértem a kinetikakat a 100 fs — 1 ns idétartomanyban, majd ez kovetden
a C153-mal.

A felkonvertdlds esetében a késleltetési pontok 1 ns-ig logaritmikus skalan
egyenletesen helyezkedtek el. A zajcsokkentés érdekében az igy nyert adatokon az SVD
modszerrel szlirést hajtottam végre. Az igy nyert Coumarin 153 idObontott fluoreszcencia
spektrumat a 3/. dbra mutatja. Az dbran kiilon abrazoltam az els6 5 ps (3/.a ébra), majd az 1

ns tartomany (3/.b abra) spektrumait a jobb attekinthetdség miatt.
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Késleltetés [ps]

Meéréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a Coumarin fluoreszcencia spektrumdnak csticsanal,
530 nm-en (32. a abra), 1-2 ps késleltetésnél a fluoreszcencia eléri a maximalis értéket. igy
ennél a késleltetésnél, a spektrum csucsanal (32. b abra) optimalis a fluoreszcenciat mérd
berendezésiink beallitdsa. A mérések sordn a spektrum cstlicsintenzitdsa 2700 fotonbeiités
(count) koriili értéket ért el 1.5 ps késleltetésnél 2 darab UGl1-es szlird haszndlatdval a
monokromator rése eldtt. A tovabbiakban minden egyes mérés elott erre a spektralis ¢€s
idobeli pontra optimalizaltam a fluoreszcencia intenzitdsanak beallitdsat mind a minta 2D
mozgatasaval, mind pedig a BBO kristaly foragasaval. Optimalizéalas kozben a BBO mogott
elhelyezett kameraval néztem a fluoreszcencia és kapuimpulzus térbeli atfedését (a nagy
kvantumhatasfok miatt szemmel lathato a fluoreszcencia Coumarin esetében, mig a FAD-o0s

mérések soran nem), majd ezt kdvetden a 317 nm-es Osszegfrekvencia intenzitds maximalis
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31. abra — A C153 iddébontott spektruma

értékére optimalizaltam, hogy a 1.5 ps késleltetésnél elérjiik a 2700-as beiités értéket.
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32. abra — (a) A Coumarin 153 kinetikaja 530 nm-en; (b) és spektrumanak idofejlodése
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Ezt kovetden bedllitottam a madasodik parabolatiikrot kovetden (26. abran lathatd
modon) a csapotiikor behelyezésével a fényutat a TCSPC elrendezéshez is a C153-mal, majd
a monokromator résére vald leképezést. A gerjesztd impulzust (400 nm-es nyaldb
beszorodasat) alulvagd sziirdvel (FLG430) eliminaltam. Majd a fluoreszcencia spektrum
maximumara optimalizaltam: az egyfoton szamlalé detektor 3D mozgatasaval a
monokromator kimeneténél. Végiil ebben az elrendezésben megmértem a gerjesztd
impulzussal a rendszer atviteli fiiggvényét, majd a Coumarin 153 fluoreszcencia kinetikait 10

nm-es 1épéskdzokkel (33. abra).
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33. abra — A C153 id6ébontott spektruma a TCSPC elrendezéssel mérve

4.3.3.3. A BPDN ANALIZIS (KIERTEKELESI ALGORITMUS)

Az idébontott fluoreszcencia spektroszkopia és a FLIM nagyon hatékony moddszerek a
fluoreszkald kromoférok mikrokdrnyezetének jellemzésére kiilonbozd rendszerek esetében
[63, 96], és a fluoreszcencia lecsengési kinetikdk altaldban jol jellemezhetdek exponencialis
eloszlassal (részletesen a 2.2.4.1. fejezetben mutattam be). A gyakorlatban viszont problémat
jelenthet, hogy a mérendé mintak altalaban heterogének, ami tobb exponencialis megjelenését
eredményezheti. Tovabba a kinetika a spektrum kiilonb6zd tartomanyaiban is eltérd lehet,
példaul az olddszer szolvatacids valaszanak kovetkeztében. A multiexponencidlis illesztés
viszont kozismerten rosszul meghatarozott (ill posed) probléma [127, 128], az illesztés
gyakran keriil lokélis minimumokba, a végeredmény pedig igen érzékeny a zajokra, rdadasul
altalaban az exponencidlisok szama sem ismert eldre.

Alternativ eljarasnak kinalkozik, hogy néhany diszkrét id6alland6 (7 ) és a hozzajuk

tartozd amplitudo keresése helyett egy széles idéallandd-tartomanyban stirtin elhelyezkedd, n
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elemii 7, halmazhoz keressiik azokat az x, amplitadokat, amelyek a legjobb illeszkedest
biztositjak [129]. Nyilvanvaloan a legtdbb x, értékre zérust, vagy legalabbis igen kis x;,
értéket varunk. Zajmentes esetben a probléma matematikailag az

y=dx (4.6)
egyenletrendszer megoldasat jelenti, ahol y, (i=1..m) a ¢ 1dOpontban egy adott
hullamhosszon mért fluoreszcencia intenzitast jeldli,

A; =exp(-t, /7)) ’ 4.7)

¢s az egyenletrendszer alulhatarozott , azaz n > m . Zaj esetén ennek megfelelden az

| 4x -], \/;[;Aljxj —y,} (4.8)

L’ norma minimumat kell meghataroznunk [127, 128, 130]. Az alulhatarozottsag megengedi,

hogy az x, értékekre valamely regularizalo feltételt szabjunk. Esetiinkben a kivant cél az,

hogy x nem zérus értékii elemeinek szamat (a gyakran L’ normdnak nevezett értéket)
minimalizaljuk. Ehhez hasonld problémak szamos mas teriileten is felmeriilnek, és az utobbi

é¢vekben ’compressed sensing’ gylijtonéven intenziv kutatas targyat képezik [131]. A témakor

egyik legkiemelkeddbb eredménye szerint bizonyos feltételek mellett az L’norméval nyert

regularizalt megoldas numerikusan jol kozelithetd az

bl =30k “9)

L' norméval végzett regularizacioval, ami szamitastechnikailag az el6zénél lényegesen
egyszerlibb feladat [132]. Zajmentes esetben megoldando tehat az twgynevezett ’Basis

Pursuit’ probléma
min : ||x||1 Ax =y, (4.10)
zaj esetén pedig az ennek megfeleld ’Basis Pursuit Denoising’ (BPDN) probléma
. 2
min: ||dx— [, + 2], (4.11)

ahol A aregularizécio mértékét meghatarozo6 paraméter [133].
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SzZAMITASI MODSZEREK

Groma Géza a fentieckben meghatarozott problémak megoldasara eldszor kiillonbozo
zajszinttel szintetikusan generalt adatokon tesztelte a BPDN-eljarast. A tényleges mérési
adatok kiértékelésére a 11_ls programot hasznaltuk (a ’Compressed Sensing Resources’
weboldalon elérheté programcsomag [134]), a kiillonb6z6 hulldmhosszakon mért adatokra
egyenként alkalmazva. A A, regularizdciés paraméter értékét ugy allitottuk be, hogy az
illeszkedés a lehetd legjobb legyen, de a lecsengési szakaszban nem elhanyagolhatd értékii

negativ amplitddok ne jelenjenek meg. Az m =51 szamu ¢, mérési idépont logaritmikusan

egyenletesen skalan helyezkedett el (1d. bévebben az 5.3.3. fejezetben).
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4.4. AZ ABSZORPCIOKINETIKA MERESHEZ ALKALMAZOTT PUMPA-PROBA

RENDSZER

4.4.1. A MINTA ELOKESZITESE ES TULAJDONSAGAI

A méréseknél mindvégig 3.0<10* M koncentraciojt NADH (Sigma-Aldrich) mintakat
hasznaltam, amelyeket minden mérés elott frissen készitettem. A vizes oldatokban pufferként
0.1 M PIPES-t alkalmaztam pH = 7.0 értéken, mert az irodalom alapjan a NADH stabilitasa e
puffer esetén optimdlisabb [135]. A mintdk stabilitdsat abszorpcids spektrumuk alapjan
ellendriztem. A nyitott és zart konformacids allapotban 1évé NADH molekuldk szama
metanol hozzdadasaval szabalyozhatd [59]. Ennek megfeleléen 0, 50, 70 és 80 % metanol

koncentraciok esetében vizsgéaltam a kinetikékat.

4.4.2. A KISERLETI ELRENDEZES

A femtoszekundumos abszorpciokinetikai méréseket standard pumpa-proba moddszerrel
végeztem a strasbourgi [IPCMS DON csoportjanal. A mérések sordn az adenin csoportot
gerjesztettem 266 nm koézponti hullimhosszu pumpa impulzussal, amelyet az erdsitett titan-
zafir rendszer (5 kHz, 40 fs, 500 pJ) impulzusainak harmadik harmonikusanak eléallitdsaval
biztositottam. A pumpa atlagteljesitménye 640 W, a minta fokuszadban a nyaldbnyak mérete
pedig 118 um volt. A proba nyaldbot kalcium-fluorid tdmbben valé fehér fény kontinuum
(WLC) keltéssel allitottam eld a 330-630 nm spektralis tartomanyban (33. abra). Ennek
nyalabnyak mérete a mintan 36 pm volt. Ahogy a 33. abran is lathatd, az UV-lathato
tartomanyon a 4a, KG1 és OD 0.7-es jelzéstu szlirdk esetén megfelelden széles a WLC
spektrum, igy ezen sziirdk hasznalataval vizsgélni tudjuk mind a nikotinamid csoport
gerjesztett allapoti abszorpcidjanak (350-400 nm), mind pedig a stimulalt emisszidjanak (450-
550 nm) id6beli fejlédését.

61



—— UV (UG5)
0,002+ —— UV-VIS (4a;KG1;0D0.7)

= 0,001
.g M
©n 4 L/
;ﬁ AA L
LN N
5 0000 va, W \/ \
= ]

-0,001 -

-0,002

T T T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650
Hulldmhossz [nm]

34, abra — A proba impulzus spektruma kiilonb6z6 sziirék alkalmazasaval

A Kkisérleti Osszedllitast a 35. dbran mutatom be. A minta el6tt a kontinuumot 2 részre
osztottam, egyik volt a préba nyaldb, masik pedig a méréseim sordn referencidnak szolgalt az
abszorpcid-valtozas pontos meghatdrozasahoz. A minta utdn a proba ¢€s referencia-nyalabot
monokromatorba vezettem, és hiitétt CCD kameraval detektaltam a spektrumokat. A kinetika
mérések iddbeli felbontasa a hullamhossztol fiiggéen 50-100 fs volt. Mintatartonak egy 0.5
mm atmérdjli négyzetes kvarc cellat hasznaltam, melyben a folyadékmintdkat egy

perisztaltikus pumpa segitségével aramoltattam.

ErSsitett Ti:Srendszer | o, Pumpa  [cp~ THG [ chopper i Spektrograf
5 kHz, 40 fs, 500 pJ e | L TNy : :
il rCeb

=]+, Prdba N ’1.

| 4 : T .
LA

‘_J, Referencia jel

Késleltetés

35. abra — A pumpa-proba mérés elrendezése (SHG: masodharmonikus keltés, 400 nm; THG:
harmadik harmonikus keltés, 266 nm; WLC: fehérfény kontinuum, 330-630 nm)
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4.4.3. ADATKIERTEKELES A TRANZIENS ABSZORPCIOS SPEKTROSZKOPIABAN

Az id6felbontéasos fluoreszcencidhoz hasonldan, a tranziens abszorpcios adatok kiértékelése
soran a mért AA(At) 2D matrix elemzésével célunk az, hogy a gerjesztett allapot(ok)
¢lettartamat ¢és amlitudoinak spektralis eloszldsat meghatarozzuk, ezéltal informacidhoz
jussunk a molekuldban lezajlé fotofizikai, fotokémiai valtozasokrdl. Ehhez azonban ebben az
esetben is néhany korrekciot és zajsziirést kell elvégezniink. Az aldbbiakban rdviden

ismertetem a lényegesebbeket sorban:

1. Atviteli fiiggvény, IRF
2. SVD zajsziirés

3. Spektralis kalibracid
4. Csorpkorrekcio

5. Oldoszer valasza

6. Globalis analizis

Az 1-2 1épés azonos az el6z6 fejezetben ismertetett modszerekkel, a spektralis kalibraciot

pedig a mérési program mar magaba foglalta.

CSORPKORREKCIO

Mivel a WLC nagy spekralis savszélességgel rendelkezik, az anyagi diszperzid hatasa,
valamint a pumpalés hatasara 1étrejovo kétfotonos abszorpcid (two photon absorption, TPA)
hatasa is jelentds, ami azt eredményezi, hogy az oldoszernél mért TPA jelnél a vords
komponens lemarad a kék komponensekhez képest. A 36. abran a WLC iddbeli megnyulasat
szemléltetem 80% metanol-tartalmt PIPES puffer esetén mért TPA spektrummal. J6I lathato,
hogy a spektrum piros oldala idében lemarad, azaz erésen csorpolt a WLC impulzus. Az
alabbiakban roviden bemutatom az altalam alkalmazott csorpkorrekciot.

A korrekciot Matlab-ben végeztem. Mivel tobb megoldas is alkalmazhat6 e korrekcio
elvégzésére, én azt mutatom be, amellyel korrigaltam a mérési adatsoraimat. Kiszamoltam,
hogy a WLC terjedése kozben a kalcium-fluorid tomb (CaF,) 0.15 mm vastagsaga, és a kvarc
kiivetta (Si0;) falainak 6sszesen 0.2 mm vastagsaga Osszesen mekkora csorpot okoz, majd a

késleltetések fiiggvényében kapott diszperziotdl mentesitettem adatsoraimat.
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36. abra — A PIPES puffer idébontott spektruma 80 % metanol jelenléte esetén

A csorpkorrekcional a CaF; és a Si0, anyagok Sellmeier-egyenleteit hasznaltam alapul [136]:

nSiOZ\/H((XZ'CI) () (1)

7»2—022) (KZ—C42) (7»2—(:62) , (4.12)

valamint

ncﬂz\/n((ﬁkl) . (2% k) X (2> k)

Kz_kzz) (7\,2—1(42) (Xz_kéz). (4.13)

Az egyenletekben A pm-ben értendd, c, és k, konstansok (n=1...6) pedig a két anyag
Sellmeier-egytitthat6i, amelyeket a 3. tablazatban adok meg [137, 138].

n, index Cn ka
1 0.6961663 0.5675888
2 0.0684043 0.050263605
3 0.4079426 0.4710914
4 0.1162414 0.1003909
5 0.8974794 3.8484723
6 9.896161 34.649040

3. tablazat — A SiO, (c,) és a CaF, (k,) Sellmeier-koefficiensek értékei
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Figyelembe véve tehat a WLC terjedése kozben a két anyag torésmutatdjabol szarmazéd
fazissebességeket, valamint egy kezdeti offset’-et, amely a t=0 idépont (a pumpa és proba
impulzusok tokéletes iddbeli atfedése, ahol a CCF maximalis) pontatlansagabdl adodik, a

végso polinom

N.. d . n d
P(h)=—2% 50 | _Ch TGh L offset (4.14)

0 CO

alaku, ahol ¢y a fénysebesség vakuumban, d az anyagban megtett uthossz, n pedig az adott
anyag torésmutatoja.

Mivel a torésmutatd felirhatd (ng+on) alakban, ahol az n, konstans, igy
szamoldsaimnal csak az adott hulldmhossztartomanyhoz tartozod diszperzidt (6n) vettem
figyelembe. Igy csak egy egyszerti polinomillesztést hajtottam végre (4.14) alapjan kicsiny
offszet értékekkel: ty, értékét a kisérlet alapjan (IRF-bdl) le tudjuk rogziteni. A korrigélt

idébontott spektrumot a Tudomanyos eredményeim cimii fejezetben mutatom be (70. abra).

OLDOSZER VALASZA ES LEVONASA

Alacsony pumpaintenzitasoknal az oldoszeriink valasza a TPA-s €s keresztfazis-modulécios
jeleket is tartalmazza, amelyekt6l mentesitenlink kell az adatsorainkat. A gyakorlatban az
oldoszeriink valaszat az alabbi mddon, az f faktor illesztésével szokas figyelembe venni (az
illesztés josagat a t=0 érték korrekcid utani megtartdsa, valamint a t<0 tartomanyon a

hattérszint megtartdsa (AA=0) jelenti):

AA o = AA f-AA

MINTA+OLDOSZER, mért OLDOSZER, mért (4.15)

Itt kihasznaltuk azt az egyszer(isitd feltevést, hogy a mérések sordn a pumpa impulzus
energidja nem valtozott. Ebben az esetben kimutathatdo [139], hogy az illesztési faktor a

mintank OD-jétdl az alabbi modon fiigg:

_1-107"
~ 2.3-0D (4.16)

Esetlinkben a mintdk 0.3—0.4 OD-janak megfeleléen f=0.65—-0.72 értékek kozé esik, amelyet

illesztéssel hataroztam meg minden egyes metanol koncentracional.
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GLOBAL ANALIZIS

A globdlis analizis modszere azon a feltevésen alapul, hogy a lecsengési idok fiiggetlenek a
hullamhosszaktol. Ezzel a feltevéssel egyidejiileg illeszthetlink az 1-5. korrekciok elvégzése
utan kapott néhany karakterisztikus tranziensre (példaul abszorpcids ¢és emisszids
maximumoknal) exponencidlisok 0Osszegét, és kiszamolhatjuk az egyes amplitudokat ¢és
idéallandokat. Majd mindezt kiterjesztjiik a teljes spektralis tartomanyra gy, hogy a kapott
idéallandokat lerdgzitjiik, és csak az amplitudokat illesztjiik minden egyes hullimhosszon.
Egy adott idéallandohoz tartozd amplitudé hullamhosszfiiggését amplitudé spektrumnak
nevezzik (DAS, decay-associated spectrum). Tranziens abszorpcidés mérésnél a pozitiv DAS
abszorpcid, a negativ DAS pedig az SE lecsengését jelenti. A gyakorlatban tehat a AA(t,A)

adathalmazunk

AA(L 1) = i (e ® IRF(t))-DAS, (A)

i=1

(4.17)

alakt, amibdl az IRF és az exponensek konvolliciojabol megkaphatjuk a DAS(A)-okat.
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5. TUDOMANYOS EREDMENYEK

5.1. A bR SZUSZPENZIO TORESMUTATOJANAK MERESE

Meéréseim soran el6szor a TRIS puffer torésmutatdjat, majd a bR szuszpenzidk torésmutatdjat
hatdroztam meg 0 — 76 pM koncentracio-tartomanyon. A minimalis devidcid szogét a
normalis diszperzios tartomanyon 10 nanométerenként mértem, az abszorpcids tartomanyon
viszont — ahol a bR minta anomalis diszperziot mutat (500-600 nm) — 5 nanométerenként.
Minden egyes mért hullamhosszon harom egymast kdvetd mérést végeztem, igy a szogmérés
szogének ismeretébdl a (4.3) egyenlet alapjdn meghataroztam a térésmutat6 értékeket, ahol a
levegd diszperzidjat az aktudlis laboratoériumi allapotra nagy pontossaggal kiszdmoltam a
hémérséklet- s nyomasfiiggd Sellmeier-egyenletbdl [140].

A mérés hibajat végso soron a szogmérés, ill. maga a torésmutatod értéke befolyasolja.
A szogmérés hibaja az lireges prizma gyartasi hibaibol és a goniométer pontossagabodl adodik,
esetiinkben ez 0.09 szogperc volt.

A torésmutatd meghatarozéasakor a hibaterjedés az tireges prizma, ill. a mért minimalis

deviacio6 szogétol a kovetkezoképpen fligg:

dn = |[nG:0) 45 NE.0) 4 .1)
B op |

3

Ebbdl a torésmutaté-mérés teljes hibdja esetiinkben 0.0004-t61 (a kdzeli infravordsben)

0.0003-ig (a kozeli ultraibolyaban) valtozott.

5.1.1. A TRIS PUFFER TORESMUTATOJA

A 37. abran a minimalis deviacié szogének mérésébol €s a levegd pontos torésmutatdjabol
meghatarozott torésmutatd hulldmhosszfiiggése lathato a TRIS (10mM, pH = 7.0) puffer
esetén. A levegd torésmutatoja hatdsanak demonstracioja cé€ljabol a 37. dbran szemléltetem,

hogy az n,;; = 1 kozelitésnél mennyire eltérd értékeket kapunk a pontos értékekhez képest.
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37. abra — TRIS puffer torésmutatdja levegokorrekcioval (kék) és korrekeio nélkiil (fekete)

Egy anyag torésmutatojanak konnyebb kezelése érdekében a mért adatokra diszperzids
egyenleteket szokas illeszteni. A 1étezd sokféle képlet koziil két okbdl is a Sellmeier-tipusu
egyenletet valasztottam. El6szor is, ez az egyetlen szemi-empirikus diszperzids egyenlet, azaz
az alapvetd formdaja levezethetd az abszorpcid és diszperzid Lorentz-féle elméletébdl.
Masodszor, mivel mind a TRIS, mind a bR minta relative sok vizet tartalmaz, ezért
torésmutatojuk varhatéan kozel lesz a desztillalt viz torésmutatdjadhoz, ami nagyon pontosan
illeszthetd a Sellmeier-tipust egyenlettel az ultraibolyatol a kozeli infravorosig [141]. A TRIS
ugyan a kémiaban, bioldgiaban és biofotonikdban népszerli és elterjedt puffer, egyéb, a
kémidban gyakran hasznalt oldészerekkel ellentétben [142] optikai tulajdonsdgai — mint
példaul torésmutatodja és diszperzidja — nem ismertek.

A TRIS puffer esetén a Sellmeier-egyenletet a (2.10) alakban irhat6 fel. Az egyenletet
a lehetd legegyszeriibb formajaban hasznalva el8szor egy egytagl (i=1) kifejezést illesztettem

a feltlintetett egytitthatokkal (4. tabldzat).

TRIS (10mM, pH7.0) A, (10°) Ax(10%) A1 [nm] A2 [nm]

Egytagl Sellmeier  7.363698414 — 101.0293566 —
Kéttag Sellmeier  7.757363056 1.17425171286  98.6571625  1040.2402896

4. tablazat — A Sellmeier-egyenlet egyiitthat6i normal 1égkori nyomason €s 22 °C hémérsékleten

TRIS pufferre
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Ebben az esetben az illesztés eltérése a mért adatoktol (38. ébra) elfogadhatatlanul nagy,
azonban egy kéttagu, azaz négyparaméteres Sellmeier-formula mar nagyon jol illeszkedik.
Utobbi esetben a mért és illesztett értékek kozti eltérés kisebb, mint 1-10'4, ami joval a 4- 10*-

es mérési pontossagon beliil van.
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38. abra — A mért és illesztett torésmutato-értékek eltérése TRIS puffernél

5.1.2. A bR SZUSZPENZIO KONCENTRACIOFUGGO TORESMUTATOJA

A bR toérésmutatdja meghatarozasanak masodik Iépéseként 10, kiilonb6z6 mértékben higitott
bR szuszpenzid térésmutatojat mértem meg. A jobb lathatosag kedvéért a 39. abran csak 4
koncentracional abrazoltam a 390 és 880 nm kozott mért torésmutato-értékeket. Amint
lathato, ilyen alacsony koncentracio esetén az oldatok normalis diszperziot mutatnak az egész

hullamhossz-tartomanyon, a bR 560 nm koriili anomalis diszperzidja nem figyelhetd meg.

1.346
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A 40. abran két hullamhosszon (562, 800 nm) mért torésmutatd-értékek lathatdoak az Gsszes
mért koncentracidé esetén. A  koncentracid-fliiggés teljes hullamhossz-tartomanyra
vonatkoztatott hasonldsdga ellenére a kiemelt hulldimhosszakat az alapjan valasztottam, hogy
az egyik a sotétadaptalt bR abszorpcidos maximuma (562 nm), mig a masiknal (800 nm)
egyaltalan nem varhato6 abszorpcio. Mindkét esetben, ahogyan az 6sszes tobbi hullamhosszon

1s, a mért torésmutato-Ertékek egyenesen aranyosak a bR oldat koncentraciojaval.

1.334 — M
4

g 19527 A 562 nm
E ] < 800 nm
8 1.330
:0 _
l_ -
1308 b 0-0-0-0- 900 -——0 -~~~ - v
T T T I T T T I T T T I T T T I
° 20 40 60 80

Koncentracié [uM]

40. abra — A bR oldatok mért torésmutatd-értékei a koncentracio
fliggvényében két kiilonboz6 hullamhosszon (562nm: a bR 6

abszorpcios vonala; 800 nm: abszorpcié-mentes).

A teljes méréssorozatot megismételtem, kezdve egy friss, fagyasztott bR minta
felolvasztasaval €s higitasaval, a 4. fejezetben leirt modon. A mért torésmutatok kivaldan
egyeztek az el6z6 méréssorozat eredményeivel.

A polarizaci6 hatasdnak vizsgalatahoz a lézerfény polarizaciojat egy A/2 lemez
segitségével forgattam. Alacsony koncentraciokon nem tapasztalhatd térésmutato-kiilonbség a
két ortogonalis polarizacio esetén. Csak az altalunk hasznalt legmagasabb koncentracional (76
puM) tapasztaltunk eltérést, az s-polarizalt fényre kapott értékek kicsivel kisebbek voltak a p-

polarizaltra kapottaknal. A mért eltérés a mérési hiba nagysagrendjében volt, ez alatamasztja,

hogy szuszpenzidban nincs kitiintetett irdny, igy nem varhat6 polarizacios hatas.
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5.1.3. AZ1ZOLALT BIBOR MEMBRANOK TORESMUTATOJA

Az elézdekben leirtak utan kiszamoltam a bR sajat — azaz az izolalt bibor membranok —
torésmutatojat a kiilonb6z0 mértékben higitott bR szuszpenzidk mért torésmutatdjanak
értekébdl, és az eldzdekben meghatdrozott TRIS puffer négytaghi Sellmeier-egyenletébdl
((2.10) egyenlet, i=2). A torésmutatd-értékeket a Schwers-egyenletbdl (4.1) is, valamint a
linearis kozelitésbol (4.2) is meghataroztam a teljes spektralis tartomanyon, a kapott

eredményeket a 4/—42. abrdk mutatjak.
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41. abra — A bR sajat torésmutatdja a Schwers- és a 42. abra — A linearis kozelitésbdl és az illesztett
Sellmeier-egyenletbdl Sellmeier-egyenletbdl szamolt bR-térésmutato

Miutén a torésmutatot az egész lathatdé — kdzeli infravords tartomanyon megmértem,
egy, a mérési adatokra jol illeszkedd diszperzios egyenletet kellett keresnem. Mivel a
sotétadaptalt bR-nek 560 nm koriil abszorpciés maximuma van, a hagyomanyos Sellmeier-
tipusu képlet (mint (2.10)) nem alkalmazhat6 kozvetleniil. Ezért a kiilonb6z6 képletek koziil a

kéttagh Sellmeier-egyenlet szemi-empirikus valtozatat valasztottam a kdvekez6 formaban:

A 2 A,
n(h)* —1= 0 + —, 5.2
( ) 1+(}\/72 _7\‘072) ; 7\‘72 _}Li72 ( )
ahol A4y és Ay az abszorpcid erdsségére és helyére vonatkozd paraméterek. Az 5. tdblazat
tartalmazza mindkét esetre az (5.2) egyenlet illesztésébdl kapott paramétereket. Az illesztési
eljaras mindkét esetben jol adta vissza a 4y abszorpcids sav helyét, a mért €s illesztett értékek
kozti eltérés kisebb volt, mint 0.001 (43. abra). Amint lathatd, esetiinkben gyakorlatilag nincs

kiilonbség a Schwers-formula és a linearis kozelités pontossaga kozt.
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43. abra — A bR mért és illesztett torésmutatd-értékeinek eltérése

Az altalunk meghatarozott tiszta bR torésmutatdja alapvetden kiilonbozik a szaraz
mintan mért, n = 1.52 értékektdl [143]. Ennek oka a sejtmembran magas viztartalma, ami a
mintakészités utan is megmarad, igy a bR oldat torésmutatdjanak értéke kozel van a desztillalt

vizéhez [141].

bR szuszpenzid Ay(10") Ao [nm] A, (10% Ax(10%) Ay [nm] A, [nm] (10%)

Schwers-egyenlet 6.838 559.8099  2.40692062 8.1543917  58.928371  1445.266549
Linearis kozelités 6.838 559.8099  2.42382645 7.5111726  58.540103 1012.51599

5. tablazat — A bR Sellmeier-egyenletének egyiitthat6i normal 1égkori nyomason és 22 °C hémérsékleten

5.1.4. OSSZEFOGLALAS

Meéréseim soran vad tipusu bR (bRw;) mintdkat vizsgéaltam szuszpenzi6 formajaban, amelyet
TRIS (10 mM, pH = 7.0) pufferrel higitottam a 0-80 uM kozti koncentraci6 tartomanyban.
Elészor megmértem a TRIS puffer torésmutatojat, majd a bR szuszpenzidk térésmutatojat
kiilonb6z6 koncentraciokon 390-880 nm kozti hulldmhossztartomanyon, és meghatdroztam a
bRy torésmutatdjanak koncentraciofiiggését. Els6ként adtam meg a TRIS puffer és a bR

szuszpenzid Sellmeier-egyiitthatoit [144].

1. tézispont: A minimalis deviacio szogének mérésébol meghatiaroztam a bR torésmutato
értékeket. El6szor meghataroztam a TRIS puffer torésmutatojat, majd a bR
szuszpenziok torésmutatéojat Kkiilonb6zo koncentraciokon 390-880 nm kozti
hullimhossztartomanyon. Elséként adtam meg a TRIS puffer és a bR szuszpenzio6

Sellmeier-egyiitthatoit.
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5.2. ULTRAGYORS OPTIKAI KAPCSOLAS BAKTERIORODOPSZINNAL

Ormos ¢és munkatarsai a kordbbi munkaik soran kisérletileg kimutattdk, hogy a fényindukalt
atmenet a BR—M dllapotok kozott alkalmas optikai kapesolédsra [40]. Ez az atmenet azonban
relative lassu, a 10 ps tartomanyba esik. Munkank sordan megvizsgaltuk és kisérletileg
igazoltuk, hogy a joval gyorsabb (néhany ps) BR—K atmenet is eredményesen hasznalhato
optikai kapcsolasra [34, 145]. S6t, egy 1épéssel tovabbmenve, a bR eddig ismert leggyorsabb
(< 0.5 ps) BR—I atmenetét is sikeriilt haszndlni fénykapcsoldsra, mellyel a 1 THz

kommunikécios sebesség elérése lehetdvé valhat.

5.2.1. MERESI EREDMENYEK

A 22. abran bemutatott kisérleti elrendezésben a proba impulzus nagy spektralis savszélessége
miatt Fabry-Perot-interferométert épitettiink, hogy — a racsos becsatolds megfeleld pontossagu
detektalasdhoz sziikséges — keskeny (0.2 nm alatti) pumpa impulzust haszndlhassunk a
mérések sordn. A 44. é&bran lathatd a proba impulzus teljes spektruma Fabry—Perot-
interferométer utan (44. a abra), valamint kinagyitva a kisérleteinkhez hasznalt 790 nm-es

kozponti hulldmhosszu, keskeny savszélességii nyalab spektruma (44. b ébra).
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44. abra — A prdoba impulzus spektruma a Fabry—Perot-interferométer utan (a) valamint a 790 nm-es,

keskeny savszélességii rész spektrumanak nagyitasa (b), amelyet a mérések soran mindvégig hasznaltam

A 0.18 nm savszélességli proba impulzust a hulldmvezetObe irdnyitottam, majd

oszcilloszkopon megkerestem az intenzitds maximum segitségével a helyes becsatolasi szoget
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a 790 nm-es (44. b dbra) impulzusokra. Méréseim soran az optikai kapcsolas demonstralasara
a TM rezonanciacsucsot hasznaltam -19.65 fokos becsatolasi szognél. Miel6tt eredményeimet
ismertetem, roviden felvazolom a varhato effektust.

A gerjesztést kovetden a bR torésmutatd-valtozdsanak hatdsdra a becsatoldsi szog
megvaltozik, igy a hullamvezetObe csatolt modus intenzitasanak valtozasat varjuk (amplitado-
kapcsolas). A becsatolt modus intenzitasat a rezonanciacsucs inflexidés pontjainak kozelében
(példaul az intenzitas-félértékeknél) érdemes megfigyelni, hisz itt varhatdo a legnagyobb

intenzitas-valtozas. Ezt az elképzelést a 45. dbran mutatom be.
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45. abra — A szubpikoszekundumos mérés demonstralasa. A hullimvezetObe csatolt fény

intenzitasanak rezonanciacsucsa eltolodik a negativ szogek irdnydba az adlayer hipotetikus
torésmutatojanak csokkenése miatt. A piros nyil jelzi a varhato intenzitas valtozasat a rezonanciacstcs

félértékénél, a spektum vords oldalan.

A BR ¢és 1 allapotok abszorpcios spektrumabol a Kramers—Kronig-relacio
alkalmazasaval kiszdmolhato (2.9), hogy 790 nm hullamhosszon (0.18 nm savszélesség
mellett) mekkora és milyen eldjelll a torésmutatd valtozasa. Esetlinkben ez az érték -0.002
korili, amelybdl kiszamolhatd, hogy az adott hulldmhosszra vonatkozd becsatolasi szog
negativ irdnyba tolddik el. Tehat ha a 45. abran lathat6 helyen (piros nyil) vizsgaljuk a
valtozas gerjesztés hatasara a jelzett intenzitas csokkenését fogja eredményezni.

Meéréseink soran 150 fs impulzusidejii pumpa impulzussal gerjesztettik a bR
fotociklusat, ezt kdvetden kiillonbozo késleltetéseknél detektaltuk a félértéknél fellépd relativ
intenzitas-valtozasokat. Ez a -19.65 fokos becsatolasi szog esetében az oramutatd jarasaval

ellentétes (counter clockwise, CCW) irdnyban vett félértéket jelenti a kisérleti

74



Osszedllitisunkban. A pumpa ¢és proba impulzusokkal 50 pum vastag BBO kristalyban
Osszefrekvenciat keltve megkerestiik t=0 késleltetést. Majd e nulla késleltetésnél a CCW
intenzitasmaximum félértékszélességénél a mért relativ intenzitasokat a 46. a dbran mutatom
be. Lathato, hogy a pumpa impulzus (z6ld pontozott vonal) nulla koriil ingadozik, vagyis nem
szorodik be a méréseink sordn. A becsatolt proba impulzus (fekete szaggatott vonal)
intenzitasa pumpalds hatasara lecsokken, melyet a pirossal jelzett folytonos vonal jelez. Ezt
ugy is értelmezhetjiik, hogy az adlayer torésmutatdja gerjesztés hatasara csokken. Ez a hatas
Osszhangban van azzal a feltevésiinkkel, hogy ezesetben az amplitudé-kapcsolast az I

intermedier uralja a fotociklus soran, mivel az I allapot {6 abszorpcios csticsa jelentdsen kék-

eltolddott (Armax=460 nm) a BR alapéllapothoz képest (Agr max=570 nm).

Mintegy ellendrzésképpen megnéztem a masik oldali intenzitasfélértéknél (clockwise,
CW) is az optikai pumpalés hatdsat a becsatolt proba impulzusra. A 45. abranak megfeleléen
itt intenzitdsnovekedést kellene tapasztalnunk, amit a 46. b abran lathatd mérési gorbék is

megerdsitenek: a mért probaimpulzus intenzitidsa pumpalds hatasara megnd a spektrum

rovidebb hullamhosszhoz tartozé oldalanal (piros folytonos vonal).
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46. abra — A detektalo fotodioda valaszjele a proba impulzus nulla késleltetésénél. (a) A
hullamvezetdbe csatolt proba impulzus intenzitdsa a rezonancia csucs hosszabb hullamhossza
félértékénél mérve pumpalassal (folytonos piros) és pumpalds nélkiil (szaggatott fekete). (b) A

becsatolt proba impulzus intenzitasa a rezonancia csucs félértékének révidebb hullamhosszhoz tartozo

oldalanal mérve pumpalassal (folytonos piros) és pumpalas nélkiil (szaggatott fekete).

5.2.2. ELMELETI MEGGONDOLASOK
Ahhoz, hogy megvizsgéaljuk annak a lehetdségét, hogy a bR fotonikai alkalmazisa a

leggyorsabb BR—I spektralis atmenetek kozott 1étrejohet — 150 fs impulzusidejii gerjesztés
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alatt 3 ps-os proba impulzus mérésével — kinetikai elemzést kell végezniink. Az alkalmazott
pumpa ¢és proba impulzusok rovidek voltak, valamint az ismétlési frekvencia 1 Hz volt, igy
elegendd a gerjesztést kovetd elso 4 ps-os idOtartomanyt vizsgalnunk.

Ha megnézziik a bR fotociklusat, lathato, hogy csak a H, I, J és K allapotok keveréke
jelenik meg a gerjesztést kovetd 4 ps-on beliil (Id. 2. abra). Ezen intermedierek sebességi
allandoit felhasznalva az irodalombol [30, 146-148] meghatarozhatd, hogy mennyi a relativ
hozzdjarulasuk a proba impulzus fényindukalt intenzitasvéltozasdhoz. Az irodalombdl
rendelkezésiinkre all6 adatokbol, valamint a kisérleti koriilményekbdl kiszdmolhat6 a H, I, J
¢s K allapotok idoébeli fejlédése (kialakuldsa és bomldsa) a proba impulzusunk idétartama
alatt. Szamos kisérleti és elméleti kutatast végeztek, hogy felfedjék a gerjesztést kovetd
ultragyors intramolekularis eseményeket [30, 149-152]. Osszegezve mindezeket, a gerjesztést
kovetd Franck-Condon allapot (Hse) utdn a bR vibraciosan relaxalt — kvazi-stacionarius — S,
allapotba (I460), ezt kovetden pedig elektron-atmenettel a Jeys allapotba jut. Mindez 500 fs-nal
rovidebb id6 alatt végbemegy. Ezt kdvetden egy masik vibracids-relaxacios folyamat vezet a
K10 allapothoz, amely mar 13—cis izomerizalt retindl kromofort tartalmaz.

Méréseim soran a fotociklust intenziv (3mJ/cm?) és rovid (150 fs) pumpa impulzus
inditotta be. A gerjesztést kdvetden egy 3 ps-os proba impulzust hasznaltam a széritott bR
minta torésmutato-valtozasanak nyomon kovetésére. A proba impulzus jelenlétekor
mindegyik korai allapot egyidejiileg jelen van a mintaban, igy a mért jel mindegyik allapot
hozzajarulasat tartalmazza. A szdmoldasom soran az alabbi fotociklus modellt (beleértve az
alapallapotot: BR allapot) hasznaltam:

e Kk k, k,
BR—H — I—J] —K (5.3)

k,

A BR abszorpcios hataskeresztmetszete () 530 nm-en 0.76:107'° cm®. Az 4tmenetekhez
tartozd elsérendli sebességi allanddkat a nyilak f6lott talalhatjuk az (5.3) folyamatibran. A
minta Ipump(t) gerjesztését 1=150 fs félértekszélességli Gauss-impulzussal modelleztem. Az
intermedierek koncentracidinak iddbeli fejléddését numerikus szamolassal megkaphatjuk,

alkalmazva az alabbi elsdrendii sebességi differencidlegyenlet-rendszert:
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%[BR] = _IPUMP (t)G[BR] + k2 [I]
d
dt
d
E[I] =k, [H]-(k, +k; )[1] (5.4)

Sk [1-k,[)

d

S K]=k, 1]

[H] = Ty (05 [BR] -k, [H]

Itt [X](t) az X allapot id6fiiggd koncentraciojat jeloli (beleértve a BR alapallapotot is), és k; az
i-edik elsérendii atmenetnek megfeleld sebességi allando.
Az alabbi sebességi allandokat hasznaltam a MATLAB beépitett Newton-maddszerével

torténo szamolasok soran:

¢ Az 1/k; az I-allapot megjelenése (30 fs) [149, 151].

¢ A k; és ks meghatdrozasa az [-allapot lecsengésébdl tortént: 1/(k2+k3)=500 fs [150,
152], tovabba kis/k, szamolasa a fotociklus kvantumhatasfokanak kisérleti
meghatarozasabol tortént (annak a valdszinlisége, hogy egy gerjesztett allapotban (/)
levd molekula J és onnan tovabbi-, vagy alapallapotba keriil). Szaraz minta esetén ezt 63
%-nak talaltak [30], ezért ks3/k,=63/37.

¢ A k4 a K-intermedier felhalmozodasanak idéallandojat jeldli (3 ps) [148].

A kezdeti allapotokra vonatkozd nyilvanvalo feltétel, hogy t=0 iddpillanatban a bR
alapéllapot relativ koncentracigja 1, minden madas 4llapoté pedig zérus. A (5.4)
diferrencidlegyenlet fenti értékekkel valé megoldasat a 47. dbra szemlélteti.

Mivel a BR és H allapotok kozott a spektralis eltolodas elhanyagolhato, a jelentds
spektralis eltolodas csak az I intermedier fejlodésénél kezdddik. Ezért elhanyagolhaté a H
hozzdjarulasa a mért effektusunkhoz, és az egyszerliség kedvéért kihagytam a 47. dbran.

A mért jelek értelmezése céljabol az egyszerliség kedvéért eldszor tételezziik fel, hogy
a proba impulzus altal kivaltott optikai jelhez valo sulyozatlan hozzdjarulasa a megfeleld
allapot koncentracidja €és a proba impulzus idébeli fejlédésének konvolicidjaként szamithatd
ki. Minthogy a detektorunk valaszideje a tanulményozott jelenségekhez képest lasst (<°4°ps
illetve ~1 ns felfutasi id0), a 46. abrakon bemutatott detektalt jelek nagysdga a konvolicio
soran nyert fliggvény teljes iddskalara szamitott hatarozott integraljaval lesz aranyos.

Szamitasaink eredménye szerint ezen integralok relativ értéke az I, J és K allapotokra
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vonatkozolag 53%, 39% és 8%. A tényleges hozzdjarulas szdmoléasa esetén az imént kapott
értékeket stlyozni kell az egyes allapotok és a BR alapallapot torésmutatéjanak 790 nm-nél
fennalld kiilonbségével [34]. Figyelembe kell tovabba venni, hogy a BRs7y és az lsgo kozott
nagyobb a spektralis eltolodas (Id. 3. abra), ez a Kramers—Kronig-relacié szerint nagyobb
abszolut torésmutato-valtozasnak felel meg, mint a Jgs—BRs7 és a Kgjo—BRs7¢ allapotok

kozti eltolodasok.
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47. abra — A bakteriorodopszin H, I, J és K allapotainak szamolt id6fejlodése

Osszegezve tehat arra a kdvetkeztetésre juthatunk, hogy a mért effektust tobb mint 53 %-ban
az [ éllapot uralja, mig a J ¢és K allapotok joval kisebb hatdssal vannak a proba impulzusra
(~39°% illetve ~8°%). Tovabba, az I, J ¢s K allapotokra jellemzd f6 abszorpcios csticsok
spektralis eltolodasdnak nagysagat és iranyat a BR allapothoz viszonyitva (110 nm kék; 55
nm vOrds; 40 nm vords) szintén a kék-eltolodas jellemzd t=0 késleltetésnél, ami sszhangban

van a mért eredményeinkkel.

5.2.3. OSSZEFOGLALAS

Integralt optikai hulldmvezetd feliiletére vékony bR film réteget helyeztem. Pumpa-proba
méréssekkel kimutattam, hogy a bR abszorpcidja miatt bekovetkezd torésmutatd-valtozas
(azaz optikai pumpalas) hatisara a hullamvezetdbe csatolt médus rezonancia csucsa eltolodik

a gerjesztést kovetden szubpikoszekundumos id6 alatt. Mérési eredményeimet Osszevetettem
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a bR fotociklusara vonatkozo6 iddallandok értékeivel, amelyek alapjan szamoléssal igazoltam,
hogy a mért jel intenzitasvaltozasat foként a BR—I atalakuldssal egyiitt jard torésmutato-
valtozas dominalja.

A fenti eredmények mutatjak, hogy a bR fotociklusanak BR—I dtmenete alkalmazhato
ultragyors, tisztan optikai elven miikodo fénykapcsolasra. Varhatoan hatékonyabb kapcsolast
lehet elérni a jovOben a fehérje minta megfeleld modositasaval (pl. a fotociklust meg lehet
allitani J allapotban a kromofér kémiai modositasaval), vagy hiitésével a K allapotban [149,
153]. Az itt bemutatott elv alapja lehet a jovében egy fehérje alapt integralt optikai eszkoz
megvalositasanak. Hasonl6 eszk6zok hasznalataval a teljesen optikai elven miikodd kapcsolas

forradalmasithato, a jelenlegi néhanyszor 100 GHz a jovében elérheti az 1 THz-es hatart is.

2. tézispont: Integralt optikai hullamvezeté felszinére szaritott vékony bR réteget
alkalmazva pumpa-préba mérésekkel kimutattam, hogy a bR abszorpcidéja miatt
bekovetkez6 torésmutato-valtozas hatasara a hullimvezetdbe csatolt vezetett modus
rezonanciacsucsa a gerjesztést kovetoen szubpikoszekundumos idé alatt eltolodik.
Mérési eredményeimet oOsszevetettem a bR fotociklusara vonatkozoé idoallandok
értékeivel, amelyek alapjan szamolassal igazoltam, hogy a mért jel intenzitas-valtozasat
foként a BR—I atalakulassal egyiitt jaré torésmutaté-valtozas dominalja. Az
eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a bR fotociklusanak BR—I atmenete

alkalmazhaté ultragyors, tisztan optikai elven miikodé fénykapcsolasra.
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5.3. A FAD FLUORESZCENCIA KINETIKAJANAK VIZSGALATA KULONBOZO

MIKROKORNYEZETEKBEN

Az alabbi fejezetben bemutatom a FAD idébontott fluoreszcencia spektrumainak mérésének
eredményét a viz, etanol, dioxan, DMSO és FCC kornyezetekben, majd részletezem a

kinetikak analizisét, ¢s 6sszefoglalom eredményeimet.

5.3.1. A FAD FLUORESZCENCIAJANAK MERESE KULONBOZO MIKROKORNYEZETEKBEN

Az idébontott fluoreszcencia mérések elStt megmértem a 3-10° M-os FAD tdrzsoldatok
sztatikus (steady-state) abszorpcidjat az 5S0mM-os, pH = 7.0-s foszfat pufferben. A mért

abszorpcids spektrumot a 48. dbran mutatom be.

Abszorpcio [1/mm]

700

Hullamhossz [nm]

48. abra — A FAD torzsoldat abszorpcids spektruma 50 mM,
pH = 7.0-s foszfat pufferben

Az 1d6 ¢és hullamhossz fliggvényében nyert jellegzetes kisérleti fluoreszcencia adatok a
49. abran lathatok. Ezek az adathalmazok igen komplex informdciot tartalmaznak az egyes
komponensek kinetikai jellemz6irdl, valamint a hozzajuk tartozé spektrumok iddbeli
valtozéasairol. A konnyebb attekinthetdség érdekében az adatokat 3D és szinkodos
abrazolasban is bemutatom néhany esetben. A sotétvords a legnagyobb, a sotétkék a legkisebb

fluoreszcencia intenzitasnak felel meg.
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49. abra — A FAD fluoreszcencidja 50 mM Foszfat pufferben pH=7.0

Vizes oldatban semleges pH mellett (49. dbra) a 100 fs-os idétartomanyba esé ndvekedési
szakaszban a spektrumok erds kék eltolodasa a csorp kovetkezménye. A lecsengési szakasz
tobbfazist, és nagyrészt a 100 ps-os tartomanyon beliil bekovetkezik. Ez 6sszhangban van
azzal a megfigyeléssel, hogy vizes fazisban a molekuldk dontd tobbsége Osszehajtott

konforméacidban van [65, 154, 155].
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50. abra — A FAD fluoreszcenciaja 50 mM Foszfat pufferben pH=6.0

Ez a kép alig véltozik, ha a pH értéket egy egységgel csokkentjiik (50. abra) vagy noveljiik
(51. abra). Ez 6sszhangban van azzal, hogy extrém kis ¢és nagy pH értékek kivételével vizes
koézegben a FAD molekula stabil [156], valamint Islam és mtsi. megallapitasaval, mely szerint

a fluoreszcencia kinetika vizes oldatban az 5-9 pH tartoményban nem valtozik [58].
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51. abra — A FAD fluoreszcenciaja 50 mM Foszfat pufferben pH=8.0

Ismeretes, hogy etanol hozzdadasaval az Osszehajtott konformacidoban 1évé molekula
szerkezete kinyilik, és ennek megfeleléen a fluoreszcencia életidé megnovekszik [65]. Ez a

jelenség jol lathatd az 52. dbran.
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52. abra — A FAD fluoreszcencidja etanol-viz 1:1 aranyu keverékében pH=7.0

NMR mérések soran bebizonyitottak, hogy a nyilt konforméacio létrejottét dioxan hozzaadasa
is eldsegiti. Emellett azt i1s megéallapitottdk, hogy a dioxan H-hidat képez az izoalloxazin
gytirivel [157]. A dioxannak a fluoreszcencia kinetikdra gyakorolt hatasat ez idaig nem
tanulmanyoztdk. Az 53. dbran megfigyelhetd, hogy az alkoholhoz képest a dioxan hozzdadasa
tovabbi jelentds életidd novekedést eredményezett, tovabba a spektrumok is kiszélesedtek.
(Az 4bran a spektrum kék oldalat 500 nm alatt nem tudtam kiértékelni, mert a viz 3400 cm™

kozelébe es6 intenziv kettds Raman vonalatol szarmazo 463 nm-nél megjelend csucs torzitja a

fluoreszcencia spektrumot.)
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53. abra — A FAD fluoreszcenciaja dioxan-viz 1:1 aranyu keverékében pH=7.0

Femtoszekundumos IR tranziens abszorpcids vizsgalatok alapjan megéllapitottak, hogy a nyilt
konformaciot a viznél 1ényegesen kevésbé polaros dimetil sulfoxid (DMSO) hozzaadasa is
generalja [154]. Fluoreszcencia kinetikai méréseket eddig ezen a rendszeren sem végeztek. Az
54. abran felttintetett adatokbol lathatd, hogy DMSO jelenlétében a fluoreszcencia a vizes és
alkoholos mintdkhoz képest kék eltolédast mutat, tovabba a spektrumok strukturaltabbak. A
fluoreszcencia ¢€letid6 jelentdsen hosszabb a vizes mintakénal, de révidebb, mint alkohol vagy

dioxan esetén.
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Késleltetés [ps)
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54. abra — A FAD fluoreszcencidja DMSO-viz 1:1 aranyu keverékében pH=7.0

A kiilonbo6zd vizes oldatok mérései utan az FCC fehérjéhez kotott FAD-ot tanulméanyoztam,
amely esetiinkben a Thiocapsa roseopersicina baktériumbo6l lett izoldlva. A fehérje
szerkezetét az 55. a &bran mutatom be. A folyadék fazisban oldott FAD molekulakkal

ellentétben az FCC-n végrehajtott Rontgen-diffrakcios vizsgalatok eredményeképpen a hozza
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kotodé FAD molekula pontos konforméacios allapota is ismert (55. b abra). Jol lathato, hogy

fehérjéhez kotott llapot esetén a FAD alapvetden nyitott konformacids szerkezetet mutat.

55. abra — Az FCC fehérje szerkezete (a) kiilon kiemelve a hozz4 kot6do

FAD molekula konforméaciojat (b) [158]

Az idébontott méréseim eldtt szintén megmértem a torzsoldat abszorpcids spektrumat, amely
az 56. abran lathat6. A nem kotott FAD — mint azt a 48. abran is lathattuk — a 400 nm korili

hulldmhossz-tartomanyban kicsit mas abszorpcids spektrummal jellemezhetd.
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56. abra — A flavocitokromhoz ko6tott FAD abszorpcios spektruma

Minthogy FCC esetén kozel sem érhetd el akkora kromofor koncentracid, mint oldatban, a
fehérjébdl szarmazo idObontott fluoreszcencia jelek ebben az esetben lényegesen kisebbek
voltak. A Iényegesen megndvekedett mérési idok kovetkeztében FCC-n széles hullamhossz

tartomanyban csak a TCSPC modszerrel késziiltek mérések, a felkonvertalasos médszerrel
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egyelore csak néhany kivalasztott hulldimhosszon. A TCSPC mérések eredményeit az 57.
abran mutatom be. A kiilonb6z0 oldatokban mért FAD fluoreszcenciajahoz képest
szembetling a kiilonbség, hogy az 530 nm-s cstcson kiviil megjelenik egy annal intenzivebb
cstics is ~465 nm-es maximummal. Ezen kiviil a fluoreszcencia lecsengése is sokkal

gyorsabb.
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57. abra — A flavocitokromhoz kotott FAD fluoreszeencidja

5.3.2. ANALIZIS ES EREDMENYEK

Az imént bemutatott, kiilonb6z6 mikrokdrnyezetekben mért FAD id6- és hulldmhosszbontott
fluoreszcencidjat a BPDN optimalizaciés eljardson alapuldé multiexponencialis illesztéssel
analizaltam. Szemben a gyakran alkalmazott globalis analizissel, a kiilonb6zo
hulldmhosszakon mért fluoreszcencia kinetikdk egymastol fliggetleniil lettek kiértékelve. Az
adatok jel/zaj viszonya magasabb volt a TCSPC moédszerrel mért szakaszban, amely
méginkabb ndtt a logaritmikus tomorités soran. A fluoreszcencia intenzitdsnak a teljes
adatsorra vonatkoz6 maximalis értékére normalizalt zajszint jellegzetes standard deviacidja o
= 5x107 koriili érték volt. Ennek megfelelen a regularizacios paramétert A = 3x107 értéknek
allitottam be, amely az eldzetes szimulacioink soran tapasztaltak szerint ehhez a zajszinthez
optimalisnak bizonyult. [129]. Az analizis eredményét a FAD vizes oldatan (pH = 8.0) az 580
nm-en mért fluoreszcencia kinetika esetében az 58. dbran mutatom be. A felsé abra (58.a) a
BPDN analizis sordn kapott idéallando-eloszlast mutatja (to = 496 fs; IRFgynm = 262 fs; 0 =
2.38x107). Latni, hogy az id6allandok eloszlasa ritka (sparse), néhany nagyon élesen
meghatarozott nemzérus értékbdl all. A kdzépso abran (58.5) a mért (kék gorbe) és az analizis
eredményébdl visszaszamolt, (piros pont) egyre normalt kinetika lathatd. Az als6 abran (58.¢)

pedig a mért és szamolt kinetikak kozti eltérést mutatom be. Az eltérés £0.005 értéken beliil
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van, ami nagyon jonak mondhat6, és semmilyen struktirat nem mutat. (A 250 ps-nal jol

elkiilontl a két méréstechnikara jellemzd zajszint.)

t0 = 0.49605 lamda = 580 fwhm = 0.26209 szigma = 2.38E-03 regularizacié = 0.55045
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58. abra — A FAD fluoreszcencia lecsengése vizben 580 nm-en (pH=8.0) a) A BPDN
alanizis soran kapott idéallandok a hozzajuk tartozo amplitudok fiiggvényében; b) A mért

(kék) és visszaszamolt (piros) kinetika 580 nm-en; ¢) Az illesztés eltérése.

A mért és az illesztések soran visszakapott FAD fluoreszcencia kinetikdk nagyon jo egyezést

mutatnak a teljes spektralis tartomanyon (59. abra).
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59. abra — A FAD id6- és spektralisan bontott fluoreszcenciaja vizben (pH=8.0)
(kék: mért fluoreszcencia; piros: a BPDN analizis eredményeképpen rekonstruélt fluoreszcencia, A = 3x107)
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Az illesztés soran nyert idéallandok és amplitudok hullamhossz szerinti eloszlasat a 60. dbran
foglaltam 0ssze. A 2D é&bran zdld szinnel jel6lom a nulla, pirossal a pozitiv, kékkel pedig a
negativ amplitudo-értékeket. Figyelemre mélto, hogy az idéallanddok eloszlasa nagyon ,,ritka”
¢s a teljes hullamhossz-tartomdnyon at az amplitudok nagyon sziik eloszlast mutatnak, annak
ellenére, hogy az illesztések hullamhossz-fiiggetleniil torténtek. Alacsony hullamhosszon
ugyan megfigyelhetd kisebb hullamzéas, elmosodas az iddallandokban, azonban nagy
valoszinliséggel ezt a mérések rosszabb jel/zaj viszonya okozza. Ez a 2D amplitudo-eloszlas
egyértelmiien jelzi, hogy a kinetika valoban diszkrét, kiilonben az idéallandok hullamhossz

menti eloszlasa diffuzabb és kevésbé szeparalt lenne.
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60. abra — A kapott amplitudok eloszlasa a hullamhossz és az id6allandok
terében (az 54. abra mérésének BPDN analizisébdl)

Mint az 58. és 60. abrak mutatjak, a kinetikdk minden egyes hullamhosszon jol jellemezhetdk
Ot idéallandoval, melyek atlagos értéke: 500 fs, 2 ps, 10 ps, 80 ps €s 3 ns. Ha részletesebben
szeretnénk tanulmanyozni az eredményeinket, akkor a kapott idéallandok ¢és amplitudok
spektrumait célszerlibb kiilon-kiilon szemiigyre venni. A 6/. a 4bran (feliil) az id6éallandok
hulldmhosszfiiggését szemléltetem. A vonalak pontjai egy adott hulldimhosszon (mint pl. az
58. a abra, 580 nm-en) az idéallandok statisztikai sulyozott atlagabodl lettek kiszamolva — az
egyes csucsokhoz tartoz6 amplitudok (jellegzetesen 2-3 érték), mint sulyozasi faktorok
alkalmazasaval. Az amplitudok 6sszegének hulldmhosszfliggését pedig a 6/. b abra mutatja.
Ez az dbra maga az amplitudo spektrum, a DAS, amelyet az irodalomban gyakran hasznalnak

a hagyomanyos kinetikai elemzések soran [159, 160].
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61. abra — A BPDN analizis soran kapott id6allandok és amplitudok spektrumai

A 61. Osszefoglald abrat tigy is értelmezhetjiik, hogy a kinetikai elemzések soran tehat ot
fiiggetlen komponenssel lehet pontosan leirni a FAD fluoreszcencia kinetikdjat vizben.
Alaposabban tanulmanyozva az amplitudd spektrumokat lathato, hogy a leggyorsabb
komponens (~500 fs, piros vonal) amplituddja specialis hullamhossz-fliggést mutat: alacsony
hullamhosszokon pozitiv, mig 560 nm felett negativ értékii. A DAS esetén egy ilyen tipikus
szerkezet arra utal, hogy a mogottes folyamat kapcsolatban lehet a fluoreszcens kromoférok
koriili vizmolekuldk szolvatacids dinamikajaval [161]. Ez az értelmezés jo egyezést mutat a
komponens ~500 fs-os élettartamaval. Az irodalom alapjan a szolvatacids valaszidé 800 fs
koriili, amely a diffiz mozgést jellemzi vizben [162]. A ~800 fs-os ¢lettartam ¢és az
alacsonyabb hulldmhosszak felé eltolodott spektrum is a szolvatiacidos dinamikanak
tulajdonithat6 egy korabbi tanulmény alapjan [55].

A tobbi négy (2 ps, 10 ps, 80 ps és 3 ns) komponens amplitidé spektruma igen
hasonldé egymashoz és a FAD publikalt fluoreszcencia spektrumahoz [56]. Az irodalomban
altalanos az egyetértés, hogy a ns koriili életidével rendelkez6 komponens a FAD nyitott, a
pikoszekundumos iddtartomanyba esé komponensek pedig az Gsszehajtott konformdaciora

jellemzdek, ahol a kozelbe keriil6 ADP csoport kioltja a flavin fluoreszcencidjat [55, 56, 163].
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Bar az egyes publikaciokban fellelhetéek az altalunk megfigyelt idéallandokhoz hasonld
értékek, ezek altalaban egy-egy szliik idéablakban végrehajtott mérések eredményei. Az
altalunk elséként alkalmazott széles 1d6- és spektralis tartomanyban végrehajtott, és a BPDN-
modszerrel analizalt kisérletek egyértelmiien jelzik, hogy a FAD molekuldk konformacios
allapota heterogénebb, mint azt korabban gondoltdk. Az eddig csupan ’Osszehajtott
konformécid’-nak nevezett allapot valojaban harom kiilonb6z6 populaciobol all [163].

A tovabbiakban Osszefoglalom az iménti analizis sordn kapott eredményeinket
kiilonb6z6é mikrokornyezetek esetén. A FAD emisszios maximumanal (530 nm) megnézve a
kinetikdkat a kiilonb6zé kornyezetekben (viz, etanol, dioxan, DMSO, FCC) szembetiind
kiilonbségeket kapunk (62. abra). Mint varhatdé volt, a vizben a fluoreszcencia kioltas
gyorsabb, mint a tobbi szerves oldoszerek jelenlétében [55, 163]. Az altalunk eldszor vizsgalt
flavocitokrémhoz kotott FAD fluoreszcencidja esetében a kioltdsa rovidebb iddskalan

bekovetkezik, mint minden mas mikrokornyezetben.
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62. abra — A FAD kinetikaja kiilonb6z6 mikrokérnyezetekben 530 nm-en

A 62. abran feltiintetett kinetikdkhoz tartoz6 BPDN analizisek eredményeit a 63. 4bran
mutatom be (a femtoszekundumos komponenst nem tiintettem fel). Lathat6, hogy a kiilonb6z6
oldoszereknek a fluoreszcenciara vald direkt kolesonhatdsaval magyardzhatd. A lényeges
kiilonbségek azonban elsOsorban az amplitidokban figyelhetok meg, ami az egyes

konforméciok populacidjarol szolgaltat informaciot. Mint varhatd volt, dioxan, etanol és
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DMSO jelenléte esetén a lassabb, nyitott konformaci6ji komponensek dominalnak, viz ¢€s
FCC esetében pedig a gyorsabbak vannak talsalyban. Erdekes eredmény, hogy FCC esetében
a kinetika egyaltalan nem tartalmaz 1-10 ns-os komponenst. Ez anndl inkdbb meglepd, mivel
az 55. b 4bra tanusaga szerint az FCC-hez kotott FAD molekula alapvetéen nyitott
konformacidju. Feltehetd tehat, hogy a gyors komponenseket eredményezd intenziv kioltas
valamely aminosav oldallancok altal okozott direkt perturbacié eredménye. Ez a jovOben
lehetdséget nyujt a kiilonbozé kornyezeti hatasoknak kitett fehérjében lejatsz6dd finom

szerkezeti valtozasok kovetésére.
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63. abra — A FAD 530 nm-en mért fluoreszcencia kinetikdjanak idéallandé eloszlasa

kiilonb6z6 mikrokdrnyezetekben

5.3.3. OSSZEFOGLALAS

Részt vettem egy femtoszekundumos iddfelbontastt komplex fluoreszcencia kinetikai
mérdrendszer megépitésében ¢és kalibralasaban. Megmértem a FAD fluoreszcencia kinetikajat
sz¢éles 1d6- és spektralis tartomanyon vizben, viz-dioxan, viz-etanol, viz-DMSO oldatokban,
valamint fehérjéhez (flavocitokromhoz) kotve, amely segit megérteni a koenzim intra- ¢€s
extramolekularis ~ kolcsOnhatdsait.  Méréseimet  egy-foton  szamlalo, illetve a
szubpikoszekundumos id6tartomanyon frekvencia  atalakitasi technikdkon alapuld
modszerekkel végeztem. A kétféle elrendezés teljes spektralis és iddablakbeli 0sszeféstilése
utan egy 0 kiértékelési algoritmust (Basis Pursuit Denoising) el6szor alkalmazva

meghataroztam a FAD id6éallandéit kiilonb6zd mikrokdrnyezetekben. Megallapitottam, hogy
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oldatok esetében a FAD fluoreszcencia lecsengés négy komponenssel jellemezhetd, amellyek
egy nyitott és harom kiilonb6z6 zart konformacionak tulajdonithato. Jellemeztem az egyes
dinamikéara utalé 500 fs-os iddallandoét is sikeriilt kimutatnom. Az &ltalam elsOként
tanulmanyozott FCC fluoreszcencia kinetika minden mas kornyezetnél nagyobb mértéki
kioltast mutatott, ami a kromoférnak az aminosav oldallancokkal vald erds kodlcsonhatasara
utal. A széles id6- és spekrtalis tartomanyban végzett €s Uj, igen hatékony moddszerrel
kiértékelt kisérletek a FAD fluoreszcencia mechanizmusanak minden eddiginél komplexebb

leirasat eredményezték [129].

3. tézispont: Részt vettem egy femtoszekundumos idéfelbontasi komplex fluoreszcencia
kinetikai mérorendszer megépitésében és Kkalibralasaiban. Megmértem a FAD
fluoreszcencia Kinetikajat széles id6- és spektralis tartomanyon vizben, viz-dioxan, viz-
etanol, viz-DMSO oldatokban, valamint flavocitokréomhoz kotve, amely segit megérteni a
koenzim intra- és extramolekularis kolcsonhatasait. Egy uj kiértékelési algoritmust
(Basis Pursuit Denoising) elészor alkalmazva megallapitottam, hogy oldatok esetében a
FAD fluoreszcencia lecsengése négy komponenssel jellemezhetd, amelyek egy nyitott és
harom Kiilonb6zé zart konformacionak tulajdonithatok. Ezeken tal vizben a
szolvatacios dinamikara utalé 500 fs-os idoallandot is sikeriilt kimutatnom. Az altalam
elsoként tanulmanyozott flavocitokrom C fluoreszcencia Kkinetika minden mas
kornyezetnél nagyobb mértékii Kioltast mutatott, ami a kromoférnak az aminosav
oldallancokkal valé erds kolcsonhatasara utal. A széles ido- és spektralis tartomanyban
végzett és uj, igen hatékony modszerrel kiértékelt kisérletek a FAD fluoreszcencia

mechanizmusanak minden eddiginél komplexebb leirasat eredményezték.
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5.4. A NADH ABSZORPCIO KINETIKAJANAK MERESE NYITOTT ES ZART

KONFORMACIOBAN

Az alabbi fejezetben bemutatom a NADH statikus abszorpcids ¢€s fluoreszcenca spektrum
mérésének eredményét, majd részletezem a tranziens abszorpciés mérések eredményét

kiilonb6zé koncentracidju metanol kornyezetekben. Végiil bemutatom a kinetikak

illesztésének eredményeit és 6sszegzem munkam.

5.4.1. STATIKUS ABSZORPCIO ES FLUORESZCENCIA MERESEK

Az abszorpciokinetikai mérések elott €s utan minden esetben mértem abszorpcios
spektrumokat, ellendrizve ezzel a minta stabilitdsat. A 64. dbran lathato, hogy a mérés elotti
(fekete gorbe) és utani kontroll (piros) gorbe teljesen megegyezik, a pumpa—proba mérésnél
hasznalt minta pedig csak nagyon kis mértékben tér el (z6ld), ami az irodalom alapjan még
elfogadhat6 [60]. A kiilonbséget a pumpald UV fény altal okozott direkt fotodegradacié vagy

az abszorpcio folytan fellépd magasabb hémérsékleten bekovetkezé bomléds okozhatta.
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64. abra — A NADH abszorpcios spektruma

A fluoreszcencia spektrumokat egy standard fluoriméterrel mértem meg kiilonboz6 (0, 25, 50,
70 és 80 %) metanol-koncentracio értékeknél 266 nm hulldmhossza gerjesztést alkalmazva
(65. abra). Lathatd, hogy a ndvekvo metanol-koncentracié mellett a fluoreszcencia intenzitasa
egyre csokken. Ez varhato volt, hiszen a NADH metanolban nyitott konformaciéban van,

tehat az adenin csoport térben eltavolodik a fluoreszkald nikotinamid csoporttol (2.1.2.2.

92



alfejezet, 7. abra), vagyis az energia transzfer esélye lecsokken a két csoport kozott. A 65.
abran 532 nm-nél a keskeny, intenziv cstcs a spektrumban csak melléktermék, a gerjesztd

fény masodik rendbeli diffrakciojat nem lehetett a gyari sziir6kkel eliminalni.
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65. abra — A NADH steady-state fluoreszcenciaja 266 nm gerjesztés mellett

A fluoreszcencia MeOH-fliggését még jobban szemlélteti a 66. 4bra, amely esetén a
fluoreszcencia gerjesztési spektrumokat is bemutatom, 470 nm megfigyelési hullamhossz

mellett az imént megadott metanol koncentraciok fiiggvényében.
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66. abra — A NADH fluoreszcencia gerjesztési spektruma 470 nm-en kiilonb6z6

metanol-koncentraciok esetén
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Az igy kapott abszorpcidés maximumok intenzitdsanak ardnyabol kiszdmolhaté a két
konformécids allapot kozotti energia transzfer képessége (RPET, relative probability for

energy transfer)[59]:

RPET =51 55)

N ID

ahol / a fluoreszcencia intenzités, Iy a nativ (zart forma), /p pedig a denaturalt (nyitott forma)
NADH fluoreszcencia gerjesztési intenzitasa. Mint ahogy a 67. dbran lathatd, 50 % metanol
koncentraci6 alatt még képes energia atadasra az adenin csoport, 80 % esetén azonban mar
egyaltalan nem. Ezeket az eldismereteket felhasznalva a NADH tranziens abszorbciojat 0, 50,
70 és 80 % metanol koncentracidkon érdemes mérni, hogy jol lassuk a konformaciok kozti

kiilonbségeket.
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67. abra — A NADH energiatranszfer képessége kiilonboz6 metanol koncentracioknal

5.4.2. TRANZIENS ABSZORPCIOS MERESEK

Pumpa-proba méréseim soran elészor a NADH mintak abszorpcid valtozdsat mértem meg
adott metanol koncentracion, majd ezt kovetden az azonos metanol koncentracioju PIPES
puffert. Az abszorpcids spektrumokat mind a NADH minték, mind pedig a pufferek esetében
a -300 fs ¢és 4,5 ns kozotti késleltetés tartomanyon beliil négy kiilonb6zd metanol
koncentracion, egyenként 40-szer mértem meg, majd ezeket atlagoltam. Osszesen 135
késleltetésnél vettem fel a tranziens spektrumokat, az 1 ps alatti idétartomanyban linearis, mig

az 1 ps feletti tartomanyban logaritmikus 1épéskdzzel haladtam. A 68. dbran a szaggatott, kék
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vonal egy mérés eredményét mutatja metanol jelenléte nélkiili NADH mintandl, mig a
folytonos, piros gorbe a 40 mérés atlagat szemlélteti. (A kék gorbén 10° fs értéknél fellépd
egy pontbol all6 csucs a mintdban fellépd buborékképzddés eredménye. Az ilyen tipusu

hibakat az atlagolas el6tt eliminaltam.)

x10_3

A Abszorpcio

10 10 10 10 10 10 107
Késleltetés [fs]

68. abra — Metanol jelenléte nélkiil a NADH 370 nm-nél mért
abszorpcidvaltozasa a késleltetés fliggvényében (kék, szaggatott vonal: egy

meérés; piros, folytonos vonal: 40 mérés atlaga)

Mivel elbfordult esetenként a minta buborékolasa (példaul 68. abra, 10° fs értéknél, kék
gorbe), ami hirtelen, 1 pixelnyi kiugrast jelentett az adatsorokban, ezért az atlagolasok elott
egyesével végignéztem a méréseket. Ahol 1 pixelnyi hirtelen abszorpcidvaltozast talaltam, ott
az el6z6 vagy kovetkezd buborékmentes mérés megfeleld pixelértékével kicseréltem a
,hibas” pixelhez tartoz6 értéket. Majd e buborékkorekcid elvégzése utan hajtottam végre a
mérések atlagolasat.

A puffer és a minta kinetikdit a 69. abran mutatom be 390 nm-nél. Jol lathato, hogy az
UV impulzusok nem karositottak sem a puffert, sem pedig a NADH mintdkat. A 40 mérés

ideje nagyjabol négy ora volt, amely sordn nem tapasztalhato 1d6fiiggd komponens.
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69. abra — (a) A PIPES puffer és a (b) NADH minta kinetikaja 390 nm-nél. Kékkel az 1. mérés, pirossal a

10. mérés, zolddel pedig a 40. mérés eredménye lathato.

Az adatok kiértékelését Scilab €s Matlab programokkal végeztem a Kisérleti anyagok
és modszerek cimii fejezetben leirtak alapjan. A felvett spektrumok mar spektralisan
kalibralva voltak a beolvasaskor. Igy elészor a csérpkorrekciot hajtottam végre. Mivel a
vizsgalt NADH mintat kiilonb6z6 metanol koncentracioji pufferben mértem, igy minden
egyes mintanal megmértem a hozza tartozo oldoszert is.

E korrekci6 utan az abszorpcid valtozas nulla szintjének keresése, vagyis a hattér
korrekcigja kovetkezett. Itt a negativ (t=0 el6tti) idStartomanybeli késleltetéseknél a
mérésekbdl egy atlagos hatteret szdmoltam, amit nulla abszorpcio-valtozasnak definialtam,
majd minden egyes képen végrehajtottam ezt a hattérkorrekciot. Vagyis ezen két korrekcidval
mind a méréseim idétengelyét, mind pedig az abszorpcios tengelyét megfeleloen kalibraltam.

A 4.4.3 fejezetben leirt modon feldolgozott (csorp- és hattérkorrekcid, valamint
zajsziirés) abszorpcidkinetikdkat a 70. dbra mutatja (v6. a 36. abran lathatd korrigalatlan

adatokkal).
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70. abra — A PIPES puffer idébontott TPA spektruma 80 % metanol jelenléte esetén

csorp- és hattérkorrekciot, valamint zajsziirést kovetéen

A kiértékeléseim utolsod 1€épése az olddszer-korrekcid volt. A (4.15) illesztést és kivonast
elvégezve, az oldoszerkorrekcid utani idébontott spektrumokat a 7/. dbran mutatom be 0, 50,

70 és 80 % metanol koncentracioknal.
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71. abra — A NADH iddbontott spektrumai (a) 0, (b) 50, (¢) 70 és (d) 80 % metanol koncentraciok esetén
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A szinkddolés a 71. a—d abrdkon megegyezik: a piros a pozitiv, sotétkék a negativ abszorpcio-
valtozasnak felel meg. A metanolos (a) €és metanolmentes (d) esetben szembetiind a
kiilonbség: a 470-550 nm kozotti SE, valamint a 370 nm kdzponti hulldmhosszon l1athaté ESA
80°% metanol koncentracion mar teljesen eltiinik. Ezeket az eltéréseket a tranziensekben a
jobb atlathatosdg miatt a 370 nm (72. abra) és 520 nm (73. abra) hulldmhosszakon kiilon-
kiilon is bemutatom kiilonb6zé MeOH koncentraciok mellett. Kiilon abrazoltam az elsd 1 ps-

os iddablakot linearis skalan, és logaritmikus skalan az 1 ps utdni tartomanyt.
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72. abra — A NADH id6fligg6 abszorpcid valtozasa 370 nm-en
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73. abra — A NADH id6fiiggd abszorpcio valtozasa 520 nm-en

Az adenin csoport gerjesztését kdvetd abszorpcid-valtozas spektrumanak idéfejlodése lathatd

a 74. éabran, metanol jelenlétében (a) illetve hianyaban (b). Mindkét esetben abszorpcid-
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novekedés tapasztalhatdé a 350450 nm-es tartomanyban. Ez a gerjesztett allapotbeli
abszorpcid a nikotinamid csoport abszorpcids savjaba esik, és meghaladja a megfeleld
alapallapott kifakulast. Amint lentebb lathato, ez a sdv mind az adenin, mind a nikotinamid
ESA-jabol adoédik, a kordbban kialakuld, adeninhez kapcsolhatd spektrum (0 % metanol)
abszorpcid-valtozasa valamivel nagyobb. Tovabbi, az adenintdl szarmazé ESA figyelhetd
meg az 500 nm feletti tartomanyban, amely igen gyorsan (<2 ps) csokken, bar tiszta vizben

valamivel nagyobb idéallandoval (~10 ps).
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74. abra — A NADH abszorpcios differenciaspektrumanak idébeli fejlédése 0 % (a) és 80 % (b)

metanol esetében

Ennek a vorosbeli ESA-lecsengésnek a velejardja egy, a 450-570 nm-es tartomanyon
megjelend negativ abszorbcid, ami tiszta vizben figyelhetd meg legjobban. E negativ sav
maximuma egybe esik a NADH emisszios maximumaval, ezért ezt indukalt emisszionak
tulajdonithatjuk. A gerjesztés utan 200 fs-mal mért spektrumok mindegyik metanol-
koncentraci6 esetén hasonloak, de a metanol nélkiili mintaban a 2 és 100 ps kozti spektrumok
esetén, foleg az eldbb emlitett negativ abszorpcios tartomanyban figyelheté meg eltérés. Ez
alatdmasztja a nyitott konformaciés (>80 % MeOH koncentracio feletti) allapotbeli

fluoreszcencia-kioltast.

5.4.3. A KINETIKAK ILLESZTESE ES ERTELMEZESE

A 380 ¢és 520 nm-en meért kinetikdk (75. 4bra) jelentdsen kiilonboznek a két esetben: 80%
metanolban néhany ps alatt lecsengenek, mig vizben egy masodik, ndvekvd fazist taldlunk a
10 ps-os iddtartomanyban. Ez a kiilonbség a spektrumok idéfejlodésén is jol lathatod (1d. 72—
74. dbrékon).
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75. abra — A NADH transiens abszorpcidjanak idéfejlédése 0 % (a) és 80 % (b) metanol esetében

Azt talaltam, hogy a kinetikak hulldmhossztol és metanol-koncentraciotol fiiggetleniil
harom exponencialissal illesztheték. A leggyorsabb, 250 fs-os iddallanddju komponens
metanol jelenlététdl fiiggetleniil minden esetben jelentkezik. Ez az adenin csoport gerjesztett
allapotu abszorpcidjanak tulajdonithatd és az adeninhez kapcsolhatd vords ESA lecsengését
jellemzi a A > 600 nm-es tartomanyban. Metanol nélkiil tovabbi két komponens (3, ill. 350 ps
idéallandoval) jelentkezik relative nagy sullyal, mind a 380, mind az 520 nm-es kinetikak
esetén. A kb. 3 ps-os komponens szintén megfigyelhetd a voros ESA lecsengésében. Ezek
alapjan megallapithatjuk, hogy vizben az adenintdl a nikotinamid felé energia-atadés torténik,
amelyet a nikotinamid fluoreszcens gerjesztett allapotanak lecsengése kovet 350 ps-on beliil.
Metanol jelenlétében a gyengébb hatasfoku energia-dtadasnak megfelelden a nikotinamidhoz
kapcsolhat6, gyenge ESA és stimulalt emisszid jelentkezik 3 ps-os iddallandoval. Mindezt a

6. tablazatban 6sszegzem.
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Koefficiens 0% MeOH 0% MeOH 80 % MeOH 80 % MeOH
ESA: A&ANA ES5A: A ESA: A 4 NA ESA: A
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6. tablazat — A NADH nyitott és zart konformacios allapotanak id6allandoi és amplitudoi,
valamint a két konformacios allapot lehetséges mitkodési mechanizmusa

(A: Adenin csoport; NA: nikotinamid csoport)

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy az adenin gerjesztett allapotanak lecsengése
kétfazisu folyamat, és csak a lassabb, 3 ps-os id6allandoval jellemezhetd folyamat felelds a
nikotinamid gylirQi gerjesztéséért. Ez csak abban az esetben lehetséges, ha tiszta vizben
legalabb két konformacids allapot (nyitott, ill. zart) egyiitt van jelen. Metanol hozzaadasaval
ez a termodinamikai egyensuly a nyitott konformacié felé¢ tolodik el, amely a FRET

gyengiilését eredményezi a két csoport térbeli tdvolodasa miatt.

5.4.4. OSSZEFOGLALAS

Femtoszekundumos pumpa-proba modszerrel megmértem a NADH tranziens abszorpcidjat 0,
50, 70 és 80 % metanol koncentraciokon. A mért adatok globélis analizisét hasznalva
szerkezeti valtozasara (nyitott és zart konformécid) vonatkozo 250 fs, 3 ps és 0.35 ns
idoallandokat sikeriilt megadnom. Ezek ismeretében a molekula miikodését az aldbbiakban
foglalom 0ssze. Az altalam mért leggyorsabb idéallando ~250 fs — ami megjelenik a metanol
jelenlétében és hidnyaban egyardnt — az adenin csoport gerjesztett allapoti abszorpcidjanak

(ESA, excited state absorption) tulajdonithat6. A masodik és a harmadik komponens (3 ps ¢és
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350 ps) 380 és 520 nm-en a metanol-mentes minta esetében egyre nagyobb hangsulyt, azaz
amplitado értéket kap. Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy vizben az energiaatadas az
adenintd]l a nikotinamidhoz 3 ps iddallanddval jellemezhetd, majd a nikotinamid csoport
gerjesztett allapotbol indukalt emisszidval (SE, stimulated emission) 350 ps alatt tér vissza
alapallapotba. Metanol jelenlétében, a nikotinamid csoporthoz tartozé ESA ¢s SE idéallandoja
sokkal alacsonyabb amplitudéju (kozel nulla), ami Osszhangban van a vart energia-atadas

csokkenésével nyitott konformaciodban, hisz a két csoport térben eltavolodik egymastol.

4. tézispont: Femtoszekundumos pumpa-préoba médszerrel megmértem a NADH
tranziens abszorpcidjat 0, 50, 70 és 80 % metanol koncentraciokon, ami a molekula
kiilonb6z6 konformacids allapotairol ad informaciot. A mért adatok globalis analizise
eredményeként az abszorpcié kinetikak 250 fs, 3 ps és 350 ps idéallandékkal voltak
jellemezhetoek. A 250 fs-os idoallandéo az adenin csoport gerjesztett allapoti
abszorpcidjanak tulajdonithaté. A masodik és a harmadik komponens metanol-mentes
minta esetében rendelkezik nagy amplitado értékkel. Ezek a megfigyelések azt
mutatjak, hogy vizben az energiaatadas az adenintdl a nikotinamidhoz 3 ps
idoallandoval jellemezhetd, majd a nikotinamid csoport a gerjesztett allapotbol 350 ps
alatt tér vissza alapallapotba. Novekvé metanol koncentracioval az energiaatadast
biztosito zart konformacio populacidoja egyre csokken, ami a fenti lassu komponensek

sulyanak csokkenéséhez vezet.
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6. OSSZEFOGLALAS

6.1. MAGYAR NYELVU TEZISSZERU OSSZEFOGLALO

Munkém soran ultrarévid, nJ-mJ energiaji 1ézerimpulzusok spektroszkopiai alkalmazasaval
foglalkoztam. Eredményeim két {6 kutatdsi irdnyvonalat céloztak meg. Az egyik a
bakteriorodopszin membranfehérje torésmutatojanak vizsgalata és lehetséges alkalmazasa az
optikai tavkozlésben. A masik irdnyzat pedig a flavin adenin dinukleotid és a redukalt
nikotinamid adenin dinukleotid koenzimek ultragyors idébontott spektroszkopiai vizsgalata,
mivel e koenzimek a sejtek energiatermeld folyamataiban (energiatranszport lancban) vesznek
részt, igy vizsgalatukon keresztiil tobbek kozott a sejtek metabolikus allapota is

tanulmanyozhat6. Tudoméanyos eredményeimet az alabbi tézispontokban foglalom 6ssze:

1. A minimalis devidcio szogének mérésébdl meghataroztam a torésmutatod értékeket, ahol
a leveg0 diszperziojat az aktualis laboratériumi allapotra nagy pontossaggal kiszdmoltam a
hémeérséklet- és nyomasfiiggd Sellmeier-egyenletbdl. E18szor meghataroztam a TRIS puffer
torésmutatojat, majd a bR szuszpenziok térésmutatojat kiilonbozd koncentraciokon 390-880
nm kozti hulldimhossztartomanyon. Els6ként adtam meg a TRIS puffer és a bR szuszpenzid

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

2. Integralt optikai hulldmvezetd felszinére szdritott vékony bR réteget alkalmazva
pumpa—proba mérésekkel kimutattam, hogy a bR abszorpcidja miatt bekovetkezd
torésmutato-valtozas hatdsara a hullamvezetdbe csatolt vezetett modus rezonanciacstcsa a
gerjesztést kovetden szubpikoszekundumos id6 alatt eltolodik. Mérési eredményeimet
Osszevetettem a bR fotociklusara vonatkozo iddallandok értékeivel, amelyek alapjan
szamolassal igazoltam, hogy a mért jel intenzitas-véaltozasat foként a BRI atalakulassal
egylitt jard torésmutatd-valtozas dominalja. Az eredmények tisztan mutatjak, hogy a bR
fotociklusdnak BR—I &tmenete alkalmazhato ultragyors, tisztan optikai elven mikodo

fénykapcsolasra [J2, C5-C9, C11-C16, C20, K4, K5].

3. Részt vettem egy femtoszekundumos idéfelbontdsu komplex fluoreszcencia kinetikai
mérdrendszer megépitésében ¢és kalibralasdban. Megmértem a FAD fluoreszcencia
kinetikajat széles 1d6- €és spektralis tartomanyon vizben, viz-dioxan, viz-etanol, viz-DMSO
oldatokban, valamint flavocitokromhoz kotve, amely segit megérteni a koenzim intra- ¢€s

extramolekuldris kolcsonhatasait. Egy 0j kiértékelési algoritmust (Basis Pursuit Denoising)
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eloszor alkalmazva megallapitottam, hogy oldatok esetében a FAD fluoreszcencia
lecsengése négy komponenssel jellemezhetd, amelyek egy nyitott és harom kiillonbozo zart
konformacionak tulajdonithatok. Ezeken tl vizben a szolvatacids dinamikara utald 500 fs-
os idéallandot is sikeriilt kimutatnom. Az altalam elséként tanulmanyozott flavocitokrom C
fluoreszcencia kinetika minden mas kornyezetnél nagyobb mértékii kioltast mutatott, ami a
kromofoérnak az aminosav oldallancokkal vald erds kdlcsonhatdsara utal. A széles 1d6- ¢€s
spektralis tartomanyban végzett és 1], igen hatékony modszerrel kiértékelt kisérletek a FAD
fluoreszcencia mechanizmusanak minden eddiginél komplexebb leirasat eredményezték [J3,

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

4.  Femtoszekundumos pumpa-préoba modszerrel megmértem a NADH tranziens
abszorpcigjat 0, 50, 70 és 80 % metanol koncentraciokon, ami a molekula kiilonb6zd
konformacids allapotairol ad informéciot. A mért adatok globalis analizise eredményeként
az abszorpcid kinetikak 250 fs, 3 ps és 350 ps id6allandokkal voltak jellemezhetek. A 250
fs-os iddéalland6 az adenin csoport gerjesztett allapoti abszorpcidjanak tulajdonithato. A
masodik és a harmadik komponens metanol-mentes minta esetében rendelkezik nagy
amplitado értékkel. Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy vizben az energiaatadas az
adenintdl a nikotinamidhoz 3 ps iddallandoval jellemezhetd, majd a nikotinamid csoport a
gerjesztett  allapotbol 350 ps alatt tér vissza alapallapotba. Novekvé metanol
koncentracioval az energiadtadast biztositd zart konformécidé populacioja egyre csokken [JS5,

C18], ami a fenti lassit komponensek sulyanak csokkenéséhez vezet.
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6.2. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

SUMMARY OF DISSERTATION

I. Introduction

A new dawn of optics has started in 1960, with the development of the first laser. In 1964,
invention of mode locking allowed the generation of ultrashort pulses and 20 years later the
pulse duration reached 27 fs with the use of prism compressors. Since, the continuous
evolution of lasers has contributed to a lot of scientific discoveries in almost all research areas
of natural sciences. However, in many applications one needs much more energy than that an
oscillator can provide. From the 70’s, this demand of high-energy ultrashort pulses led to the
intensive research of short-pulse amplification. By using amplified pulses of 10" W/cm?
intensity we are able to investigate the theoretically foreseen nonlinear effects of light-matter
interactions. In the last 15-20 years a lot of new results have emerged in the interdisciplinary
fields of femtochemistry and femtobiology and the pioneering work of Ahmed H. Zewail was
awarded with the Nobel-prize in chemistry. Nowadays, the pump-probe technique developed
by him is a very effective tool in the hands of researchers investigating ultrafast biological and
chemical processes.

This thesis deals with the spectroscopic applications of ultrashort laser pulses. In my
experiments, either femtosecond pulses of nJ energy or amplified pulses of several mJ were
used, depending on the requirements of the corresponding experiment.

The thesis is separated into two parts. First, a possible application of the membrane
protein bacteriorhodopsin (bR) in optical communication is demonstrated. In the second part,
two biologically important coenzymes, flavin adenine dinucleotide (FAD) and the reduced
form of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) are investigated by means of
femtosecond time-resolved spectroscopy. These coenzymes play a role in the energy
producing processes of the cells by converting chemical energy to useful metabolic energy (in
the electron transport chain), which provides information about the metabolic state of the

cells.
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I1. Scientific objects and goals

One of the objects of my biophysical investigations is bacteriorhodopsin, a light
energy converting protein found in the cell membrane of Halobacterium salinarum, which has
been one of the most significant molecules of the biological and biophysical research of the
past 30 years. Upon light absorption, the protein pumps a proton across the membrane from
the cytoplasm to the extracellular moiety and the generated electrochemical gradient is further
used for ATP synthesis. During the proton translocation process the protein undergoes a
cyclic change of conformational states with well distinguishable absorption spectra. The
consequent light-induced refractive index change offers the possibility of a wide range of
applications in photonics, nonlinear optics, and bioelectronics. In spite of bR being used in
several optical devices and applications, experimental data on its concentration-dependent
refractive index and optical dispersion are not available. Therefore, one of my aims was (1) to
measure the concentration-dependent refractive index of bacteriorhodopsin suspensions
and to determine its Sellmeier-coefficients in the visible range of the spectrum.

The speed and bandwidth of today’s telecommunication components are continuously
growing, the desired 1 Tbit/s trafficking rate is thought to be achieved by using all-optical
data processing devices. One of the biggest challenges in integrated optics (IO) is to find new
materials of proper nonlinear optical (NLO) properties which can play an active, controlling
role in integrated optical circuits. Besides inorganic crystals, materials of biological origin are
also considered for use as active elements in 10 devices, among which the bacteriorhodopsin
has generated the most interest. Due to its favorable NLO properties and mechanical stability,
bR is a promising candidate as an active material in future photonic applications. (2) In order
to demonstrate the feasibility of a protein-based integrated optical device, I investigated
the subpicosecond (BR—I) transition of the protein photocycle by means of ultrafast
pump-probe techniques and a waveguide-based photonic structure.

An important part of my research activities conducted at the Institute of Biophysics
was the development of a fluorescence kinetic measuring system based on optical frequency
up-conversion, by which the fluorescence of different natural and artificial chromophores can
be monitored with a good time-resolution in a wide spectral range. Among the most important
autofluorescent molecules are the coenzymes FAD and NADH, which play a key role in the
redox processes of the molecular respiratory chain. The in vivo fluorescence decay rates of
these molecules are often used to characterize healthy and diseased cells and tissues.

However, we have very few experimental data about how the individual components (e.g.
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polarity of solvent, pH, etc.) of the cell’s micro-environment affect these characteristic rate
constants. Comparison of the experimental findings concerning the effects of these parameters
with the in vivo results can be important in future medical applications. (3) My aim was to
measure the effect of different micro-environments on the fluorescence lifetime of
coenzyme FAD on the 100 fs — 10 ns timescale. The molecule was investigated both in its
free forms in different solvents and when bound to a protein.

The coenzyme NADH has two chromophores (nicotinamide and adenine) between
which an efficient FRET (fluorescence resonance energy transfer) process can occur. The
efficiency of the energy transfer is strongly dependent on the conformational state of the
molecule. (4) In order to deeply understand the intramolecular processes following
excitation, I used ultrafast transient absorption measurement techniques to investigate

the open and closed conformations of the coenzyme.

II1. Materials and methods

The experiments were conducted using femtosecond light sources including Ti:sapphire
oscillators and chirped pulse amplifiers (CPAs). In the following subsections, I describe the
experimental methods and setups used in my work together with the preparation of biological

samples.

1. The sample used in the measurement of the concentration dependent refractive index
of bR was obtained in the form of suspension from the Institute of Biophysics, Biological
Research Centre of HAS. The concentrations between 0 and 80 uM were set using 10 mM,
pH 7.0 Tris(hydroxymethyl)-aminomethane buffer (Sigma-Aldrich Co. LLC).

To determine the refractive indices of the liquid samples, we have chosen a classical
yet robust refractometry method based on the measurement of the angle of minimal deviation.
The sample suspensions were filled into a hollow prism, which was then inserted into a
goniometer. The eyepiece of the goniometer was replaced with a camera sensitive in the near
IR. In order to cover the selected wavelength range, two types of light sources were used. In
the wavelength range of 390—780 nm, the light of a Xe lamp with a power of 1 kW was
collimated by achromatic lenses. The required wavelength was selected by an SPM-2
monochromator having a bandwidth of 0.4 nm, so that the peak spectral power at the sample
never exceeded 60 pW within the 390-780 nm range. Hence, the effect of photobleaching

could be neglected. For the wavelength range of 780-880 nm, femtosecond laser pulses from
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a 70 MHz Ti:Sa laser oscillator were used. A quasi-monochromatic component of the 100 nm
bandwidth (FWHM) pulses was selected by a Jobin Yvon H20UV monochromator and then
was imaged onto the surface of the hollow prism.

These measurements were carried out using the Ti:sapphire oscillator and a high
pressure Xe lamp at the TeWaTi Laboratory, Department of Optics and Quantum Electronics,

University of Szeged, under the supervision of Dr. Karoly Osvay.

2. The feasibility study of ultrafast optical switching was conducted in the pump-probe
scheme utilizing the 10 Hz, 800 nm amplified pulses of a TW-class laser system. The beam
was split into two parts. By injecting the more intense beam into an optical parametric
amplifier followed by a sum frequency mixer and a compressor, 150 fs, 80 uJ green pump
pulses were generated. These pulses excited the absorption band of bR at a center wavelength
of 530 nm, starting the photocycle of the membrane protein. The probe pulses were obtained
from the less intense beam by utilizing a 1800 1/mm line density gold grating, a slit, and a
Fabry-Perot interferometer (finesse =~ 50) to narrow the spectrum yielding 1 pJ pulse energy
and a bandwidth of 0.2 nm near 790 nm. The transform limited pulse duration was 3 ps. After
propagating through a delay line, the probe pulses were directed onto a plane, grating coupled
waveguide coated with a bR film. The change in the light intensity coupled into the
waveguide under an appropriate angle of incidence was measured with a fast photodiode
(Thorlabs, DET10A) and a multichannel oscilloscope (LeCroy WaveRunner 6100A).

These measurements were carried out using the hybrid laser- and optical parametric
chirped pulse amplifier system at the TeWaTi Laboratory, Department of Optics and
Quantum Electronics, University of Szeged, under the supervision of Dr. Karoly Osvay and

Dr. Andras Der.

3. The FAD sample was purchased from Sigma-Aldrich Co. LLC. For my measurements,
I prepared a 3 mM stock solution in 50 mM, pH 7.0 phosphate buffer, which was diluted in
1:1 ratio with tri-distilled water, dioxane, ethanol, and DMSO solutions to keep the FAD
concentration at a constant value of 1.5 mM. The flavocytochrome-bound FAD sample was
obtained from Dr. Csaba Bagyinka and Dr. Gabor Rakhely.

For time-resolved fluorescence measurements, we have recently constructed a
Ti:sapphire laser oscillator based apparatus capable of measuring time-resolved fluorescence
both with the technique of frequency up-conversion and time correlated single photon
counting (TCSPC). The output beam of the laser oscillator was split into two beams providing

the optical pump and the gate pulses, respectively. The pulses traveling in the pump beamline
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were focused into a beta-barium borate (BBO) crystal in order to generate their second
harmonic. The fluorescence emitted as a result of exciting the sample by the so obtained
pump beam was collected and focused by a pair of large aperture off-axis parabolic mirrors
onto a second BBO crystal constituting the frequency up-conversion unit, where it was sum
frequency mixed with the gate pulses. The generated frequency up-converted beam was then
focused onto the entrance slit of a monochromator. A liquid nitrogen cooled 1024x256 pixel
CCD was mounted on one of the exit ports of the monochromator making it possible to detect
all the spectral components simultaneously. A 300 line/mm optical diffraction grating was
used to spectrally disperse the beam. In the case of TCSPC, the fluorescence was directly
imaged onto the entrance slit of the monochromator instead of traveling through the up-
conversion unit. The second output port of the monochromator had an avalanche photodiode
(IDQuantique, ID-100) mounted onto it, which was connected to a single photon counting
electronic unit (Becker & Hickl GmbH).

These measurements were carried out using a femtosecond Ti:sapphire oscillator at
the Laboratory for Femtobiology of the Institute of Biophysics, Biological Research Centre of
HAS (Szeged, Hungary) under the supervision of Dr. Geza Groma.

4. In the case of measurements of absorption kinetics, a 3.0x10* M NADH solution was
prepared freshly in 0.1 M PIPES (1,4-Piperazine-diethanesulfonic acid) buffer in pH = 7.0
and was kept at 24 °C during the measurements. This buffer was proven optimal in avoiding
thermal NADH degradation. The equilibrium ratio of the folded and unfolded conformational
states was controlled by the methanol concentration of the sample. Time-dependent
differential absorption spectra upon excitation of the adenine group were measured at 0, 50,
70 and 80 % methanol concentrations.

Femtosecond absorption kinetics measurements were carried out by the standard
pump-probe method. The excitation pulses were obtained at 266 nm by third harmonic
generation of an amplified Ti:sapphire laser system (5 kHz, 40 fs, 500 uJ). A white light
continuum pulse train was generated by focusing a small portion of the fundamental beam
into a piece of bulk material and the 330-630 nm range was selected by spectral filters. The
pulses were then split into two beams before reaching the sample: one serving as the probe
beam, while the other provided a reference for determining the accurate absorption changes.
After the sample, the probe and reference pulses were directed into a monochromator and the
spectra were detected by a cooled CCD camera. The time resolution of the kinetic

measurements was ~100 fs. A 0.5 mm diameter square-aperture quartz cuvette was used as
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sample holder where the liquid samples were circulated using a peristaltic pump. Data
analysis and evaluation was performed using Matlab codes including time- and spectral
calibration results, background correction data and SVD filtering. The data were then
corrected for the solvent response, pump-probe two-photon absorption and solvated electron
signals.

These measurements were carried out using an amplified Ti:sapphire laser system at
the laboratory of the CNRS-IPCMS DON (Department of Optics and Nanophotonics,
Strasbourg, France) under the guidance of Prof. Stefan Haacke.

IV.New scientific results
My scientific results are summarized in the following thesis statements:

1. From the measurements of the angle of minimum deviation, I have calculated the
refractive index values of bR taking into account the temperature and pressure dependent
Sellmeier equation of air. First, I have determined the refractive index of TRIS buffer, then
the refractive indices of bR suspensions with different concentration in the wavelength
range between 390 and 880 nm. For the first time I have published the Sellmeier
coefficients of TRIS buffer and bR suspensions [J1, C1-C4, K1-K3].

2. Employing pump-probe measurements on a thin bR film dried onto the surface of an
integrated optical waveguide, I have demonstrated that the peak of resonance of the mode
coupled into the waveguide shifts after excitation on a sub-picosecond timescale due to the
index change induced by the absorption of bR. Based on the comparison of my
measurement results with the time constants of the photocycle of bR, I have confirmed that
the amplitude of the measured signal is controlled by the index change during the BR—I
transition. The results suggest that the BR—I transition of the photocycle of bR can be
exploited for ultrafast switching based purely on optical principles [J2, C5-C9, C11-C16,
C20, K4, K5].

3. I have participated in the construction and calibration of a complex apparatus for the
measurement of femtosecond time-resolved fluorescence kinetics. I have measured the
fluorescence kinetics of FAD in a wide time- and spectral range in water, water—dioxane,
water—ethanol, water—DMSO solutions. The fluorescence kinetics was also investigated
when the FAD molecule was bound to flavocytochrome, which helps to understand the

intra- and extramolecular interactions of the coenzyme. Employing a new evaluation
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algorithm for the first time (Basis Pursuit Denoising), I have determined that the
fluorescence of FAD is characterized by four decay components, which can be attributed to
one open and three closed conformations. In addition, a 500-fs time constant was also
identified and linked to salvation dynamics in water. FCC fluorescence kinetics, which was
studied for the first time in this work, showed quenching larger than in all other
environments, which suggests a strong interaction between the chromophore and the amino
acid side chains. The experiments conducted in a wide temporal and spectral range and the
data analyzed using new and very efficient methods resulted in a model of the fluorescence
mechanisms of FAD, which is more thorough and complex than the earlier models in the

literature [J3, J4, C10, C17, C19, C21, K6].

I have measured the transient absorption of NADH using a femtosecond pump-probe
technique at 0%, 50%, 70%, and 80% methanol concentrations, which provide information
about the different conformational states of the molecule. The global analysis of the
measured data yielded the time constants of 250 fs, 3 ps, and 350 ps. The 250-fs time
constant can be attributed to the excited state absorption of the adenine group. The other two
decay components have large amplitude values in methanol-free samples. These
observations suggest that the energy transfer in water from adenine to nicotinamide is
characterized by a 3-ps time constant, while the nicotinamide group returns to the ground
state in 250 ps. The population of the closed conformational state, which facilitates energy
transfer, gradually decreases with increasing methanol concentration [J5, C18], which leads

to a decrease of the weight of the above slow components.
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ADP

ATP

BBO

BPDN

bR

CCF

CCw

CEP

CPA

Cw

DAS

ESA

FAD

FCC

FLIM

FRET

GD

GDD

IC

IRF

ISC

NAD

NADH

adenosin diphosphate
adenosin triphosphate
[-Barium-Borate (3-BaB,0.)
basis persuit denoising
bacteriorhodopsin
cross-correlation function
counter clockwise
carrier-envelope phase
chirped pulse amplification
clockwise

decay-associated spectrum
excited state absorption
flavin adenine dinucleotide
flavocytocrome C
fluorescence lifetime imaging
Forster resonance energy transfer or
Fluorescence resonance energy transfer
group delay

group delay dispersion
internal conversion
instrument response function
intersystem crossing

nicotinamide adenine dinucleotide

reduced nicotinamide adenine dinucleotide

adenozin difoszfat

adenozin trifoszfat
B-Barium-Borat (f-BaB,04)
Basis Persuit Denoising
bakteriorodopszin
keresztkorrelacios fliggvény
oramutato jarasaval ellentétes
hordozo-burkolo fazis
fazismodulalt impulzuserdsités
oramutato jarasaval megegyez6
amplitudé spektrum

gerjesztett allapoti abszorpcid
flavin adenin dinukleotid
flavocitokrom C

fluoreszcencia életid6 képalkotas
Forster-rezonancia energiaatadas vagy
fluoreszcencia rezonancia energiaatadas
csoportkésleltetés
csoportkésleltetés-diszperzid
bels6 atalakulas

késziilék atviteli fliggvény
rendszerek kozti atmenet
nikotinamid adenin dinukleotid

redukalt nikotinamid adenin dinukleotid
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NLO

OD

OPCPA

OWLS

RPET

SE

SFG

SHG

SPR

SVD

TAC

TCSPC

TE

™

TOD

TPA

WLC

nonlinear optical

optical density

optical parametric chirped-pulse
amplification

optical waveguide lightmode spectroscopy
relative probability for energy transfer
stimulated emission

sum-frequency generation

second harmonic generation

surface plasmon resonance

singular value decomposition
time-amplitude converter
time-correlated single photon counting
transverse electric

transverse magnetic

third order dispersion

two photon absorption

white light continuum

nem-linearis optikai

optikai denzitas

optikai parametrikus fazismodulalt
impulzuserdsités

optikai hullamvezeté modusspektroszkdpia
energiatranszfer képessége

stimulalt emisszid

Osszegfrekvencia keltése
masodharmonikus keltése

feliileti plazmon rezonancia
szingularis értékek szerinti felbontas
id6-amplitudo atalakitod

idékorrelalt egy-foton szamlalo
transzverzalis elektromos
transzverzalis magneses
harmadrendii diszperzid

kétfotonos abszorpcid

fehér fény kontinuum
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