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ULTRAGYORS OPTIKAI KAPCSOLAS MEGVALOSITASA FENYERZEKENY
FEHERJEKKEL

Magyar Allami E6tvos Osztondij munkabeszamold — Krekic Szilvia

Attekintés

Korunk egyre novekvo igényei a gyorsabb informaciotovabbitas €s jelfeldolgozas terén
komoly kihivasokat jelent a jelenleg alkalmazott integralt elektronikai rendszereknek. A
felmeriil6 problémak megoldasara (mint a termalis és kvantum hatasok) egy alternativ
megoldast jelenthet az integralt optika (I0), amely alapja, hogy az alkalmazott rendszerekben
az informacio tovabbitasa és feldolgozasa teljesen optikai uton miikodik. A Magyar Allami
Eotvos Osztondij keretén beliil 2021. szeptemberétl 4 honapot tolthettem el Dr. Heiner
Zsuzsanna laboratoriumaban a berlini Humboldt Egyetemen, ahol kiilonb6z6 fényérzékeny
fehérjekbol késziilt vékonyrétegeket vizsgaltam 10 felhasznalhatésag szempontjabol.
Kutatémunkam harom munkafézisra oszthato fel:

1. Vékonyrétegek eloallitasa fehérjékbol: bakteriorodopszinbol (BR), fotoaktiv sarga
fehérjébol (PYP) és fikobiliproteinekbdl (PBP) kiilonb6z6 adalékanyagok hozzaadéasaval
vékonyrétegek készitése, amelyek integralt optikai kapcsolds megvaldsitasahoz megfeleld
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

2. Mérdelrendezés felépitése: ,,Homodyne transient grating” vagy homodin tranziens
racsos meérdelrendezés felépitése BOXCARS geometriat alkalmazva, kiilonb6zd hullamhossza
femtoszekundumos pumpa es proba nyalabok esetére.

3. Optikai kapcsoldas megvalositisa: A merdberendezés segitségével protein-alapli

ultragyors optikai kapcsolas megvaldsitasa.
A palyazat menete

1. Feladat: Mintakészités

IO felhasznalas szempontjabodl elengedhetetlen homogén, j6 mindségli mintak készitése,
amelyek megfeleld6 mechanikai stabilitassal, Gjragerjeszthetéséggel, valamint fény hatdsara
elegendden nagy nemlinedris optikai valtozassal rendelkeznek. A palyédzat egyik kitlizott
feladata volt BR, valamint PYP fehérjékkel torténd vékonyrétegek készitése, amelyek
felhasznalhatoak gyors optikai kapcsoldsra. Munkdm sordan tobb mintakészitési modszer is
kiprobalasra kertilt. Elsddlegesen bR ¢és PYP torzsoldatokat kombinaltam 2-10%

térfogatszazalékban glicerinnel, amelyek iiveglemezekkel lettek fixalva. A hozzaadatott
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glicerin megakadalyozza a fehérje kiszaradasat, ezzel megelézve a mintak feliiletének
repedezését, tovabba biztositja a fehérjék fotociklusanak lejatszodasdhoz sziikséges magas
paratartalmat abban az esetben is, ha a kornyezet relativ paratartalma alacsonyabb 50%-nal [1].
A mintak elkészitéséhez 200 um vastagsagu tavtartot alkalmaztam, hogy a rétegvastagsag
minden esetben ugyanaz legyen.

A palyazat munkatervében betervezett BR-en és PYP-en kiviil egy fikobiliproteinekbdl
(PBP) osszeallitott fehérjekeveréket is megvizsgaltam, mivel eldkisérleteink soran a keverék
gyors kinetikai tulajdonsagokat mutatott. A PBP filmet hasonloan készitettem és fixaltam, mint

a korabbi fehérjemintakat. A mintavastagsag szintén 200 um volt.

A B C

1. dbra- 200 um vastagsagii (a) PYP, (b) PBP és (c) bR filmek
A glicerin hozzaadasaval késziilt PYP vékonyfilmek lassabb fotociklussal rendelkeznek,
mint az oldatban vagy kristalyracsba rendez6dott fehérjék [1]. Hogy elejét vegyem az
esetlegesen tal lassu fotociklus problémajanak, akrilamiddal is készitettem vékonyfilmeket. A
BR akrilamid géllel torténd fixalasa ismert modszer [2,3], amelybdl kiindulva alkalmaztam
most PYP-en is. A mintavastagsag ebben az esetben 800 um volt.

A PYP-pel tovabbi mintakat készitettem a layer-by-layer (LbL) modszerrel, ahol
polielektrolitokkal (negativ toltésti poli-L-glutaminsavval (PGA) és pozitiv toltottségl
polyethylenimine (PEI) és poli-L-lizinnel (PLL)) kezelt feliilletekre vittem fel az oldatban levo
PYP-et. A rétegkészités soran hat réteg PGA-PLL paros épitettem iiveglemezre. A legfelso
réteg a PYP oldat volt, amelyet 5 percig hagytam a pozitivan, illetve negativan toltott feliileten

adszorbedlni, majd a felesleget desztillalt vizzel lemostam.

2. Feladat: Mérédelrendezés felépitése

A kapcsolas megvalositasahoz alkalmazott modszer alapja a fehérjerétegekben fény-
interferenciaval keltett racs [4], illetve az ezen torténd fényelhajlas. Dr. Heiner Zsuzsanna
laboratériuméban talalhato femtoszekundumos 1ézerrendszer tobb hulldmhosszon és ismétlési
frekvencian milkodik, igy lehetdvé tette a kisérletek megismétlését tobb kiilonbozd feltétel

mellett.
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A méréelrendezés forrasa egy Yb:KGW lézerrendszer, amelynek kdzponti hullamhossza
1028 nm ¢és maximalis ismétlési frekvencidja 100 kHz. A rendelkezésre all6 6 W
atlagteljesitmény egy nyalaboszto segitségével két részre lett osztva. Az egyik nyalab kicsiny
részEébdl (néhany plJ) 514 nm-es masodharmonikus impulzusok lettek keltve egy nemlinearis
optikai kristalyban, mig a nyalab masik felébdl egy optikai parametrikus erésité (Orpheus,
Light Conversion) lett pumpalva, amellyel a mérésekhez alkalmazott kiilonbozo

hullamhosszsagu 1ézernyalabok lettek elallitva.
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2. dbra — A felépitett mérési elrendezés sematikus abrdja (publikdalva a 2022-es CLEO konferencidra beadott absztraktban)

A mérésekhez 180 fs alatti 1ézerimpulzusok voltak alkalmazva, kiillonb6z6 kozponti
hullamhosszal. A proba és pumpa hullamhosszak (Id. 2. abra) a fehérjék abszorpcios
maximumanak és a fotociklusanak egyes intermedierinek megfelelden lettek kivalasztva.
Ennek megfeleléen BR-nél az alkalmazott proba kézponti hullamhosszak 450, 530, 550 nm
hullamhosszasaguak voltak, mig a pumpa koézponti hullamhossza 514 nm volt. A PYP-nél a
proba 514 nm volt, mig a pumpa nyalab 450 nm vagy 480 nm. A PBP-nél a préba nyalab 450
vagy 550 nm volt, mig a pumpa 514 nm. Az alkalmazott Iézer hullamhosszak az 1. tablazatban

vannak Osszefoglalva.

Fehérje Pumpa kbzponti Préba kézponti Folytonos gerjesztés (nm)
- hullamhossz (nm) hullamhossz (nm) e
BR 514 450, 530, 550 532
PYP 450, 480 514 405
PBP 514 530, 550 532

1. tablazat — Az alkalmazott pumpa és proba kézponti hullamhosszak

Az altalam felépitett mérési berendezés sematikus rajza a 2. abran talalhato. A mérések soran

hasznalt pumpa es proba nyalabok 1-10 um impulzus energiaval rendelkeztek, az alkalmazott

ismétlési frekvencia 1-100 Hz volt. Nyalabtagitast es térsziirést kovetden a nyalabok egy

maszkon (Id. 2. abra, ,,input mask”) haladtak at, létrechozva a méréshez sziikséges kettd

gerjeszt6 nyalabot (amely optikai racsot kelt a mintaban) és egy proba nyalabot. Az alkalmazott
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maszk biztositjia a nyalabok atmerdjének megfeleld nagysagat is, amely a merésnél
meghatirozza a mintaban gerjesztett racs periodus striiséget. A mérésnél alkalmazott
mindharom impulzus (1,2: pumpa, 3: proba, 2. abra) BOXCARS geometriat kdvetve egy
akromat lencsével lett fokuszalva a mintara. A kettd gerjesztd nyalab (k4 és k, hullimszam-
vektorral jeldlve) idOben és térben atfedett a mintdban, mig a harmadik nyaldb (k;, proba)
idoben késleltetve lett a proba nyaldbokhoz képest egy automatizalt mozgathat6 asztallal,
amelynek 1épéskozét a mérések soran 20 fs-nak valasztottam. Az elrendezésben alkalmazott
maszk olyan modon lett kialakitva, hogy eleget tegyen a ki — k, + k3 fazisillesztési
feltételnek. Ezzel a maszk-modszerrel a mintan elhajlo, un. difraktalt nyalab térben kénnyen
elkiilonithet6 a mintara érkez6 egyéb nyalaboktol, lehetové téve a difraktalt nyalab egyszerii

detektalasat egy spektrométerrel (Ocean Optics, USB2000+). A méréseket 1 Hz, 10 Hz és 100

Hz ismétlési frekvenciakon végeztem. A felépitett mérdelrendezés a 3. abran lathato.
— —

3. abra — A felépitett mérési elrendezés

Az eredmények ellenérzését Ujabb kisérlettel valositottam meg, ahol a kordbbi
elrendezésbe egy folytonos 1ézer nyalabot is betereltem. Ennek célja az volt, hogy a fehérjét a
folytonos lézernyaldbbal a fotociklus (az optikai racskeltesnél alkalmazott kiindulasi
alapallapothoz képest) mas allapotaba gerjesszem, igy megakadalyozva, illetve megvaltoztatva
az optikai racs keltését. A BR és a PBP esetén a folytonos gerjesztés 532 nm, mig a PYP-nél

405 nm hulldmhosszusagu volt.
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3. Optikai kapcsolas megvalositisa

3.1. BR vékonyrétegek

A BR-alapt mintakon tobb kiilonb6z6 proba hullamhosszal torténtek mérések. Minden
hulldmhossz a fehérje fotociklusanak figyelembevételével lett kivalasztva, ezzel fokuszéalva az
olyan gyors atmeneti allapotokra, mint az [ vagy a J allapot. Az I intermedier a fotociklus elején
talalhato leggyorsabb atmeneti allapot <100 fs-os kialakulasi és 500 fs bomlasi idével [5]. Ezen
intermedier abszorpcidés maximuma 460 nm, ennek megfeleléen az egyik altalam valasztott
proba hullamhossz 450 nm volt, ezzel minimalizalva a BR alapallapotanak a detektalt jelhez
valo hozzajarulasat. Ezzel ellentétben, 530 nm és 550 nm-en az alapallapot kontribuciojat
kivantam vizsgalni. Korabban mar torténtek adalékanyag nélkiil késziilt, szaritott bR rétegeken
kapcsolasos kisérletek [6-8]. Mivel a bR fotociklusa, kiilondsen ennek az ultragyors skalan
(<10 ps) megjelend intermedierei jobban ismertek, mint a tobbi protein esetében, igy elészor a
glicerinnel késziilt bR mintdkat tanulmanyoztam. Ez a PYP-nél és a PBP fontos feltétel volt,
mivel ezeknél a fehérjéknél még nem végeztek méréseket a fotociklus korai szakaszarol
megfeleld femtoszekundumos (10%° sec) idébeli felbontéssal.
A mérésekbdl azt lattam, hogy 450 nm-es proba impulzusnal detektalt jel kisebb intenzitasu,
mint a 530 vagy 550 nm-en detektalt jel, mig 530 nm-en mértiikk a legnagyobb intenzitast. Az
elsddleges 500 fs-os lecsengés utan, amely az I allapotnak felelhet meg, tovabbi intermedierek
kialakulasat és lecsengését lathatjuk 3 ps iddskalan (4. abra, A rész). Minden mérés 1 Hz-es

1smétlési frekvenciaval lett mérve.
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4. abra — Detektalt jelek 514 nm pumpa mellett, kiilonbozé proba nyalaboknal (A). Tovabbi 532 nm-es folytonos (CW)
gerjesztés hatdsdra torténd kifakitds 530 nm-es probdndl (B)

Ha a mintat a mérést megelézéen 532 nm-es folytonos 1ézerfénnyel (CW) gerjesztettem
5 mW atlagteljesitményt alkalmazva, a mért intenzitas nulla kozeli értékekre csokken, amely a
fehérje , kifakitasat” jelenti (4. abra, B rész). Tehat az alkalmazott folytonos gerjesztés hatasara

a fehérje egy masik intermedier allapotba keriil, amelynek nincs abszorpcidja 514 nm-en, igy
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optikai racsa ebben az esetben nem hozhato létre a mintaban. Ebbdl adéddan nincs difraktalt
jel, azaz nem detektaltam jelet. A CW gerjesztés megsziinésével a minta visszatért eredeti
allapotaba minden proba hullamhossznal, vagyis a minta reverzibilisen fakithato, amely a gyors
kinetikdaval kombindlva a BR-t IO kapcsolasra alkalmazhatova teszi.

A palyazatom munkatervében emlitett modositott retinalt tartalmaz6 BR-t tobb
probalkozas utdn sem tudtam eldallitani, ezért kollaboracids partner bevonasara lesz sziikség,
amely talmutat a jelen palyazat idékeretén. Ehelyett PBP-n végeztem méréseket.

3.2.PBP vékonyrétegek

A kisérleteket 1 Hz-es ismétlési frekvencian végeztem. Méréseim soran azt tapasztaltam,
hogy mindkét proba hullamhossznél 4 ps-os iddskalan a mért jel intenzitdsa id6ben novekszik,
amely intermedierek felhalmozddasat jelenti ezeken a hulldmhosszokon. Habar 530 nm-en a
mért jel intenzitdsa nagyobb mint 550 nm-en, id6ben ugyanazokat az intermedierek
figyelhetéek meg mindkét proba hullamhosszon. 532 nm-es CW gerjesztés hatasara ez az
intenzitas tovabb novekszik. A méréseimhez megértéséhez megfelelé kinetikai modellt fogok
kidolgozni a késébbieckben témavezet6immel, amely segitséget ny(jt a mérési adatok

megertésében.
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5. dbra — PBP-en mért adatok kiilonbizd proba hullamhosszokon és CW gerjesztéssel, illetve anélkiil.

3.3. PYP vékonyrétegek

PYP-pel harom modszerrel késziiltek vékonyrétegek: glicerin vagy akrilamid
hozzaadéasaval, ¢s LbL modszerrel. Az elsé két mddszerrel késziilt vékonyrétegeken sikeresen
demonstraltam optikai kapcsolast. A mintakat két pumpa hullamhosszal vizsgaltam meg, mivel
a PYP-nél bizonyitott, hogy a gerjesztési fény hulldmhossza nagyban befolyasolja a fotociklus
lejatszodasanak modjat és kinetikajat [9]. A két alkalmazott hullamhossz 450 és 480 nm volt,

hogy a PYP alapallapotanak abszorpciés maximumaénak mindkét oldalan torténjen gerjesztés
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¢s mindkét kinetikat megmérjem. A méréseket10 ps-os idskalan végeztem, 1 Hz, 10 Hz, 100
Hz ismétlési frekvenciakon.

A mért jelek intenzitdsa nagyban eltér egymastol 1 Hz ismétlési frekvencian, viszont
méréseim alapjan megallapithaté, hogy 480 nm-es gerjesztési hullamhossz esetében a
fotociklus elején bekovetkezd gyors valtozas gyorsabban megy végbe, mint 450 nm-es
gerjesztési hullamhosszat alkalmazva (6. abra). A pontos idéallandé meghatarozasahoz a mért
adatokra a fotociklus elméleti modellje alapjan illeszteni kell. Az illesztés a legegyszeriibb
esetben exponencialisok osszegével kozelithetd [10]. A 450 nm gerjesztési hullamhosszon mért
glicerines minta fotociklusanak elején bekovetkez6 gyors atalakulas id6allandoja illesztés soran
455 fs-nak adodott, amely gyorsabb a jelenleg irodalomban publikalt adatnal [11]. Ennek
magyarazata az lehet, hogy a meréseket sokkal jobb id6beli felbontassal tudtam elvégezni, mint
az irodalomban ko6zolt esetekben. Kovetkez6 1épésem az Gsszes adatra torténd illesztés lesz
(jelenleg folyamatban van), amellyel pontos informacidt nyerhetiink a kinetika valtozasarol

kiillonbozo feltételek mellet.
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6. dbra — Glicerinnel és akrilamiddal készitett mintik gyors kinetikaja 1 Hz-es ismétlési frekvencian, kiilonbozé
pumpa hullamhossz mellett

Tovabbi észrevétel, hogy habar glicerinben nagyobb intenzitasu jelet tudtam detektélni,
akrilamidban gyorsabb a Kkinetika, illetve 10 ps-os idéskalan kevesebb intermedier
atalakulashoz kothetd ingadozast detektaltam. A PYP-en tovabbi CW gerjesztéses kisérleteket
végeztem 5-30 mW-es intenzitassal, amellyel azt lattam, hogy habar a BR-rel ellentétben a
minta nem teljesen fakult ki. Tovabba, a fotociklus kinetikaja fiigg a CW gerjesztés
intenzitasatol, miszerint kicsi CW intenzitasoknal a kinetika gyorsabb lesz, majd az intenzités
novekedésével visszatér az eredeti gerjesztés nélkiili allapotba. A pontos Kinetikai adatokat a
mért adatokra torténd exponencialis illesztés utan tudom megmondani. Méréseimbdl adoddan

elmondhato, hogy a PYP alkalmas 1 Hz-es ismétlési frekvencian torténd ultragyors kapcsolasra,
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illetve a fotociklus elején bekovetkezd femtoszekundumos valtozas lehetdséget nyujt gyors
THz-es kapcsolasra is. A méréseket megismételtem 10 Hz-es és 100 Hz-es ismétlési
frekvencian is. A gyors kinetika a fotociklus elején hasonldsdgot mutatott az 1 Hz-es
mérésekkel, de 1 ps-nal hosszabb idéskalan ingadozasokat tapasztaltam a mintakban, amelyek
a fotociklus intermediereinek dinamikus egymasba alakuldsanak kdszonhetd. A jelenség pontos
megértésé¢hez tovabbi kisérletekre van sziikség, amely a jelen palyazat keretein beliil nem tudott
megvaldsulni.

Az LbL moédszerrel késziilt mintakon nem tudtam reprodukalhaté méréseket végezni, a

mintakészitésen tovabbi modositasokat sziikséges elvégezni.

Eredmények osszefoglalasa

Vékonyrétegeket készitettem BR-bdl, PBP-bdl és PYP-bdl kiilonb6zd adalékanyagok
hozzaadasaval, amelyeken diffrakcios kisérleteket végeztem egy altalam felépitett homodin
tranziens racsos mérdelrendezéssel. A méréseket kiillonboz6 hullamhosszakon és ismétlési
frekvenciakon végeztem, amellyel a protein alapu tisztan optikai elven m{ik6d6é kapcsolas
megvalositasahoz sziikséges elsé 1épést demonstraltam. A méréseket megismételtem folytonos
elégerjesztést alkalmazva is, amellyel bizonyitottam, hogy a kapcsolasi feltételek valtoznak
PYP-nél és PBP-nél; a BR pedig maga kapcsolhatd folytonos gerjesztésii fénnyel a fehérje
kifakitasa altal. PYP-ben megmértem a leggyorsabb fotociklus intermedier sebességi allandojat
kiilonboz6 feltételek mellett, amely gyorsabbnak adodott, mint a jelenleg tudomanyban
ismeretes sebességi allandd. PYP-ben tovabba kiilonb6z6 gerjesztési hullamhosszaknal jelentds
kiilonbségeket tapasztaltam az elsé atmeneti allapot lecsengésének iddallandojaban, amely
tovabb modosithatd folytonos fénygerjesztés alkalmazasaval. PBP-en els6ként végeztem
ultragyors méréseket.

Eredményeimet elsdként a CLEO —Conference on Lasers and Electro-Optics 2022
konferencian kivanjuk bemutatni eléadas formdjaban, amely 2022. majus 15-20. kozott lesz
megrendezve San Jose-ban (California, USA), az eléadas 2-oldalas kivonata egy konferencia
proccedingben lesz publikalva varhatoan 2022 nyaran. Tovabba, eredményeimbdl a kdvetkezd
néhany honapban legalabb egy referalt cikket irok témavezet6im segitségével, amelyet Q1

rangu nemzetkozi tudomanyos folyoiratban terveziink publikélni.
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A témaban tortént szakmai aktivitas

Nemzetkozi konferencian bemutatott eloadas:

1. Ultrafast all-optical switching demonstrated on bacteriorhodopsin and photoactive
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