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Az MTA Szegedi Biolégiai Kozpont Biofizikai Intézetében széles kdrben, nagyon eltéré kutatasokban
hasznaljuk a Iézereket. Példaként bemutatjuk az ultrardvid 1ézerimpulzusok alkalmazésanak két tertletét. A
témak igen kulonbdzbek, de természetesen egyarant a rovid impulzusok specidlis tulajdonsagaira épulnek.
Az egyikben a révid impulzusokra tamaszkodva nagy idéfeloldassal kévetlink nagyon gyors biologiai
reakcidkat, a masikban az impulzusokat mikroszkopikus strukturak épitésére, optikai manipulaciora
hasznaljuk.

Femtobiolégia

A femtobioldgia elnevezés - amely a femtoszekundumos idéskalan lezajlo bioldgiai jelenségekkel foglalkozé
tudomanyagra utal - latszolag értelmetlen fogalmat takar. A bioldgiai jelenségek mogotti kémiai reakcidok
jellegzetesen ms-nal, de legalabbis ms-nal hosszabb idéallandéjuak. Az ellentmondas oka az, hogy a
kinetikai allanddk statisztikai paraméterek, azzal kapcsolatosak, hogy a kiindulasi anyagot a terméktél
elvalasztd potencialgaton az id6egység alatt a molekuldk mekkora hanyada képes atjutni. Merében mas
kérdés, hogy az akadalyt éppen sikeresen "megmaszd" egyedi molekula mennyi id6 alatt jut at a
potencialgaton. (Vilagcsucs korili magassagokat néhany honapos id6kézonként ugranak, a sikeres ugras
folyamata ugyanakkor rovidebb egy masodpercnél.) A kémiai kétések felszakadasa, atrendezédése, Ujak
kialakulasa a fs id8skalan zajlik le. Ebben az értelemben minden kémiai jelenség femtokémia, minden
biolégiai folyamat femtobioldgia. A fs-os tartomanyban figyelheték meg tovabba valds idében a molekularis
vibraciok és rotaciok, melyekrdl hagyomanyos (infravords, Raman-) spektroszkodpiaval csak részleges (fazis
nélkali) informaciot nyerhettink.

Elébbiek alapjan kivanatosnak tlinne, hogy minden biokémiai reakciét részletekbe menéen megvizsgaljunk a
fs-os id6skalan. Ezzel példaul az enzimreakciok mechanizmusanak gazdag birodalmaba nyerhetnénk
betekintést, s a jov6beli kutatasok feltehetbleg egyre inkabb ebbe az irdnyba tolédnak el. A jelenlegi
méréstechnikai korlatok miatt azonban altalaban csak molekulak nagy sokasagan létrejové folyamatokat
tudunk detektalni. Ha fs-os jelenségeket akarunk tanulmanyozni, a sokasagot fs-os pontossaggal
szinkronizalnunk kell. Erre jelenleg egyetlen médszer kinalkozik: az ultragyors lézerimpulzussal vald
szinkronizalas. A kisérletileg elérheté femtobioldgia tehat leszlkil a fénnyel indithaté reakcidk tartomanyara.
Mivel egyetlen fotodetektor sem képes femtoszekundumos idéfelbontassal mikddni, valamennyi fs-os
méréstechnika az ugynevezett pumpa-proba médszeren alapszik. Ennek Iényege, hogy a fénysebesség
allandosagat kihasznalva az idémérést tavolsagmérésre vezetjik vissza. A fentieknek megfeleléen a
pumpald |ézerimpulzussal molekuldk nagy sokasagan szinkronizaltan elinditjuk a tanulmanyozni kivant
reakciét. A pumpaval szinkronban (optikai nyelven koherensen), de valamelyes késleltetéssel elinditunk egy
masik, probaimpulzust. A fotoreakcio termékének abszorpcios spektruma altalaban kiilénbozik a kiindulasi
anyagetol, tehat a probaimpulzus hulldmhosszanak alkalmas megvalasztasaval a mintan athaladt préba
intenzitdsanak megmérésébdl megallapithatjuk az adott késleltetési pillanathoz tartozé termékkoncentraciot.
Ezutan egy tukor pozicidjanak megvaltoztatasaval pontrdl pontra valtoztatva a késleltetést és megismételve
a mérést megkapjuk a reakcio kinetikajat. Az eljarasnak szamtalan valfaja létezik, hiszen az egyszeri
abszorpcid helyett barmilyen (linearis vagy nemlinearis) optikai paramétert mérhetink.

Az SZBK Biofizikai Intézetében évtizedek 6ta vizsgaljuk a bakteriorodopszin mikddését. Ez a fehérje a
fényenergiat hasznositja oly médon, hogy protonokat pumpal at a sejtmembranon, ezaltal elektrokémiai
potencialt hoz létre. Intézetlink egyik legjelentésebb eredménye a protonmozgas direkt elektromos méréssel
val6 detektalasa a ps-tdl a s-ig terjedd széles idéskalan. Az alapvetd kérdés azonban nyitva maradt: hogyan
alakul at a fényenergia elektromos energiava, mi a kezdeti toltésszeparacié mechanizmusa. Ez a kérdés mar
a femtobiol6gia birodalmaba tartozik, €és megoldasa merében Uj elméleti és kisérleti megkdzelitést igényelt.
A Stark-effektuson alapulé mérésekbdl a 70-es évek kdozepén kidertilt, hogy mikézben a bakteriorodopszin
retinal kromoforja az alapallapotbdl a gerjesztett allapotba jut, annak mobilis p elektronszerkezete hatalmas
toltésatrendez6désen megy keresztiil: a két allapot kozétti dipdlmomentum kilonbsége 12 Debye. Néhany
kutato felvetette, hogy ez a jelenség kapcsolatos lehet az energiaatalakitasi funkcioval, de az elképzelés
késébb hattérbe szorult. Ugyanakkor az eltelt 30 év soran egy nagyon izgalmas kérdés az irodalomban fel
sem mertilt: ha a gerjesztés soran valtozik a dipélmomentum, akkor a retinalnak a klasszikus
elektrodinamika szerint sugaroznia kell! Nyilvanvald volt, hogy az elektromos mérésekhez hasznalt
makroszkopikusan orientalt membranokat tartalmazé mintakon ez a sugarzas kisérletileg is detektalhato.
Kevésbé nyilvanval6é azonban, hogy optikai értelemben ez a sugarzas hova sorolhaté, hiszen intuitive
meglehet8sen szokatlan tulajdonsagai varhatok. A gerjesztés soran a dipdlmomentum valtozasa azonnali
(Frank-Condon-) folyamat, tehat mikozben a retinal abszorbeal, egyuttal emittal is. A dipdlmomentum a



gerjesztett allapotbeli populacioval tinik el, a sugarzas tehat aperiodikus, nem tartalmaz vivéfrekvenciat. A
jelenség nyilvanvaldan rezonans és csak orientalt (nem centralisan szimmetrikus) mintan Iéphet fol.

A fenti tulajdonsagokbdl kévetkezik, hogy a varhaté sugarzas nem elsérendi optikai folyamat, és a
szimmetriabdl addéddan csak paros rendi lehet. A kézelmultban altalunk kidolgozott
kvantumelektrodinamikai levezetés szerint a jelenség az optikai egyeniranyitas rezonans esetével azonos.
Az optikai egyeniranyitas a frekvenciakétszerezéssel ellentétes (down-conversion) masodrend( folyamat,
melynek soran az anyagban zérus frekvenciaju (azaz vivéfrekvencia nélkiili) polarizacio keletkezik. Nem
rezonans esetben - amely jél ismert és Ujabban kiterjedten hasznalatos THz-es sugarzasok keltésére - a
polarizacio a gerjesztd impulzus burkolégorbéjét kdveti. Ennek megfeleléen a sugarzasi tér a burkolégdrbe
(a gerjesztési geometriatdl figgben elsé vagy masodik) derivaltjaval ardnyos. Szamitasaink szerint az
irodalomban eddig nem vizsgalt rezonans esetben a helyzet merében mas, a fent leirt intuitiv képnek

kvantumelektrodinamikai szamitas csak csekély eltérést mutat.

A jelenség kisérleti kimutatasa a Palaiseau-i (Fr) Ecole Polytechnique intézettel valé egyittm{ikédés soran
valt lehetévé. Ebben az intézetben mikddik a vilag jelenleg egyetlen koherens infravords emisszios
késziléke. A mérékészilékben egy félvezetd anyagon keltett nemrezonans optikai egyeniranyitasbdl
szarmaz6 sugarzast interferaltatunk a mintabdl eredd sugarzassal. Az interferogramot pumpa-préba
mébdszerrel detektélva kiszdmithaté a minta sugarzasi téreréssége <10 fs id6felbontassal. E
méréstechnikaval els6ként mutattuk ki biologiai objektumon az optikai egyeniranyitas jelenségét, melyet fenti
elmélet alapjan az energiaatalakitasi mechanizmus funkcionalis motorjanak gondolunk. Detektaltunk egy
legalabb 9 mdodusbdl allé koherens vibracios jelenségkdrt is 700-1500 cm” tartomanyban, mely feltehetéleg
részben szintén funkcionalis jelentéségi kés6bbi protonpumpalasi folyamatokban.

Az elmult évben az SZBK Biofizikai Intézetében Magyarorszagon el6szor Iétrehoztunk egy femtobiologiai
laboratériumot. A jelenleg is fejlesztés alatt all6é labor egy 100 fs id6felbontasu, Ti-zafir [ézerrel pumpalt
kézeli infravorés OPO-t és frekvenciakettézdket tartalmazo abszorpcidkinetikai pumpa-proba késziiléken
alapul. A jévBben az eszkdzt fluoreszcencia up- és down-conversion mérérészleggel is bdviteni tervezzik;
orszagos szolgaltaté laboratériumként kivanjuk mikodtetni.

Mikromanipulacié és strukturaépités fénnyel

A lézerek egyre szélesebb korl bioldgiai alkalmazasa az optikai mikromanipulacio. Mikrométer nagysagu
testek esetében a fény nyomasa nem elhanyagolhatd: vizben Usz6 sejt méretl testek manapsag konnyen
eléallithato fénnyel (példaul 10 mW intenzitasu fokuszalt Iézerfénnyel) mozgathatdéak, megragadhatéak.
Intézetlinkben e moédszert alkalmazzuk, illetve a hasznalat tartomanyat terjesztjik ki a Iézerfénnyel elballitott
specialis alaku testek létrehozasaval, amelyekkel Ujfajta manipulacids eljarasok valésithatok meg. A
fotopolimerizacids eljarasban fényre keményed6 anyagokbdl épitlink strukturakat. Lézerfényt fékuszalva az
anyagba az a fokuszban megkeményedik, és a fokuszpont mozgatasaval bonyolult alakzatok rajzolhaték.
Ebben az eljarasban igen jol alkalmazhatok az ultrarévid impulzusok.

A Ti-zafir [ézer modusszinkronizalt Gzemmaodjaban nagyon révid, 100 fs korali idétartamud impulzusok
sorozataval sugaroz. Még ha a lézer atlagos teljesitménye nem is nagy - mondjuk 1W -, az impulzusokban
igen nagy a teljesitmény. Ezzel kétfotonos gerjesztés valdsithaté meg: ha egy anyagot gerjeszté fotonok
gerjeszthet. E kétfotonos gerjesztésnek, nemlinearis folyamat Iévén, kilonleges tulajdonsagai vannak,
amelyek szamos optikai eljarasban elénydsen kihasznalhatdak, pl. mivel a gerjesztés az intenzitas
négyzetével aranyos, fokuszalt sugar esetében a gerjesztés igen kis térrészre korlatozhaté. igy azutan a
fotopolimerizacids folyamatban a térbeli feloldas megndévelhetd. Néhany szaz nm térbeli feloldas is elérhet6
ezzel az eljarassal, tehat tetsz6leges bonyolultsagu, elvileg tetszéleges nagysagi haromdimenzios
alakzatok épithetdk szubmikrométeres feloldassal.

Az optikai mikromanipulacié alapjelenségében fokuszalt |ézerfény ragad meg a kdrnyezeténél nagyobb
térésmutatdju, altalaban gdmb alaku testet. Ha azonban a test alakja nem gdmb, tovabbi szabadsagi fokai is
befolyasolhaték. Példaul ha a test lapos, és az optikai csapdat linearisan polaros fény alkotja, a test
orientalddni is fog, mégpedig a lapos oldala lesz parhuzamos a fény polarizacids sikjaval. llyen testeket el
tudunk allitani kétfotonos fotopolimerizacioval. E testtel forgatonyomatékot fejthetlink ki, ill. mérhetiink: meg
tudunk vele csavarni egyetlen DNS-molekulat, illetve torziés mechanikai paramétereit is meg tudjuk
hatarozni - mivel a DNS helix alaku molekula, és a genetikai kod olvasasa a molekula csavarodasaval egyutt
jaro folyamatokban zaijlik, e tulajdonsagok ismerete fontos a mechanizmusok megértéséhez.



A fotopolimerizaciéval el6allithatd mikron méreti, propeller alaku test is: ez az optikai csapdaban
megragadva forogni kezd. llyen rotorok is hasznalhatok bioldgiai objektumok forgatasara, csavarasara.
Hasznalhatok ugyanakkor mikroszkopikus gépek hajtasara is.

A fotopolimerizacids eljarassal tehat mindenféle, szinte tetszélegesen bonyolult alaku mikroszkopikus
struktura el6allithaté. Fontos kérilmény, hogy a modern bioldgiai, biotechnoldgiai kutatasokban nagy
szerepet szannak a mikrofluidikai berendezéseknek. llyen mikronnyi karakterisztikus méretl biokémiai
laboratériumokban terveznek megvaldsitani 6sszetett vizsgalati, preparacios eljarasokat. E berendezések
legfontosabb tulajdonséaga a kicsinysége, ezért ezekben nagyszamu vizsgalatot lehet gyorsan elvégezni kis
mennyiségl anyagokon. E tulajdonsagok a genomika informacidéaradataban kulcsfontossaguak. Ezért
azutan e "chiplaboratériumok” fejlesztése igen nagy energiak befektetésével zajlik. Tobbféle technoldgia
alkalmazasat probaljak. A kutatas-fejlesztés meég a kezdeteknél tart, nincs még dominans koncepcio. Mi ugy
gondoljuk, hogy a fotopolimerizacios strukturaépités igéretes ut, szerintlink a kétfotonos fotopolimerizacié a
feladatok zomét ellatja.

Lattuk, fotopolimerizaciéval Iétrehozhatunk propellereket, amelyeket aztan fénnyel hajtani is tudunk. Az
eljaras alkalmas a mikrofluidikai csatornak, edények létrehozasara is. Sikliveghordozéra fel tudunk épiteni
bonyolult csatornarendszereket, egyutt mozgoé alkatrészekkel.

A vizsgalando testeket fénnyel azonositjuk (abszorpcidjukat, fluoreszcenciajukat mérjik), és mint latjuk, akar
mozgatjuk is. A gyakorlatban jol hasznalhatd berendezéseknek minél fuggetlenebbul kellene mikddnilk a
komplikalt mikroszképos berendezésektdl. A rotoroknak, motoroknak az optikai csapdaktdl is figgetleneknek
kellene lennilik. A berendezéseknek ezért Iényeges alkotorészei a fényvezetdk: ezek a méré fényt vezetik,
ill. a mechanikai komponensek hajtasahoz sziikséges fényt is a rendszerhez integralt fényvezetdvel célszer(
tovabbitani. A fotopolimerizacids eljarassal ez is megoldhato: tetszéleges keresztmetszet, optimalizalt
optikai tulajdonsagu fényvezetét készithetlink eljarasunkkal, a tdbbi alkatrésszel egyutt. Az elv illusztralasara
bemutatunk egy integralt optikai motort, amely Uveglapra késziilt. A rotort tarté allérész, a rotor és a fényt a
rotorhoz juttato fényvezeté mind fotopolimerizacioval készllt. Az abran a motor sematikus rajza, ill. az
elkészuilt gép mikroszkdpos képe lathatd. A motor miikddtetéséhez elegendé fényvezetd szalon hozza
vezetni a fényt. Reméljik, bemutatott példaink jol illusztraljak, hogy a fotopolimerizacids eljarassal bonyolult
mikrofluidikai berendezések legfontosabb komponensei eléallithatéak, raadasul integralt egységben, mind
az eléallitast, mind a mikodést tekintve.
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