fizikali szemle

BIOFIZIKA

Sejtméretll szerszamok
Szuperfelbontasu mikroszkdpia
A fak hosszu élete

2026/5



Fizikai Szemle
MAGYAR FIZIKAI FOLYOIRAT

AMathematikai és Természettudomanyi Ertesitot az Akadémia 1882-ben inditotta
AMathematikai és Physikai Lapokat Edtvos Lorand 1891-ben alapitotta

SZERKESZTOSEG
Felelds szerkesztd: 1gl6i Ferenc f6szerkesztd
Olvasdszerkesztd: Bodrog Zoltan
Technikai szerkesztd: Hock Gabor

SZERKESZTOBIZOTTSAG
Asboéth Janos, Bird Laszlo Péter, Csengeri
Kamilla, Czitrovszky Aladar, Gyiirky Gyorgy,
Horvath Dezs6, Horvath Gébor, Jarai-Szabo
Ferenc, Kiss Addm, Kopasz Katalin, Néda Zoltan,
Ormos Pal, Palfalvi Laszl4, Pasztor Gabriella,
Sandor Bulcstd, Simon Ferenc, Simon Péter,
Sédor Adédm, Siikdsd Csaba, Szabé Gabor,
Takacs Gabor, Trocsanyi Zoltan, Ujvari Sindor

A bekiildott tudomanyos, ismeretterjeszté és
fizikatanitdsi cikkek a SzerkesztGbizottsag, illetve
az 4ltala felkért, a témaban elismert szakértd
jovahagyo véleménye utan jelenhetnek meg.

Kiadja és terjeszti az E6tvos Lorand Fizikai Tarsulat,
1092 Budapest, Raday utca 18. foldszint III.
Telefon/fax: (1) 201-8682
Felels kiado: Ujfalussy Balazs fotitkar

A Tirsulat és a folydirat honlapja:
http://fizikaiszemle.elft.hu,
e-postacime: elft@elft.hu
A folydirat szerkesztdségi e-mail cime:
fsz_szerkesztok@elft.hu. A lapba széant irdsokat erre
a cimre kérjiik. Kéziratokat nem 6rziink meg és nem
kiildiink vissza. A szerz6knek tiszteletpéldanyt kiildiink.

Nyomdai elokészités: Hock Gabor. Nyomdai
munkdlatok: OOK-PRESS Kft., felelds vezetd:
Szathmary Attila tigyvezetd igazgato.
Eléfizethet6 a Tarsulatnal vagy postautalvanyon a
10200830-32310274-00000000 szamu egyszamlan.
Az egyes szamok édra: 2000,- Ft (a dupla szimoké
4000,- Ft) + postakoltség.

HU ISSN 0015-3257 (nyomtatott)
HU ISSN 1588-0540 (online)

A lapot az MTA Magyar Tudoményos Miivek Tara
(MTMT) archivalja

A cimlapon:

Elektronmikroszkopos felvétel fénnyel készitett
mikrorobotokrdl (ld. Kelemen Lérdnd cikke)

TARTALOM
BIOFIZIKA — TEMATIKUS BLOKK

Vendégszerkesztd: Zimanyi Laszlé

Zimdnyi Ldszlo: Valogatas hazai biofizikai miithelyek eredményeibdl - Bevezetés 145
Abrahdm Agnes, Galajda Péter, Nagy Krisztina: Becsapddzva: egyedi sejtek
vizsgalata mikrofluidikai médszerekkel 146

A cikk aktiv és passziv elven miikodd mikrolfuidikai csapdarendszereket mutat be. Ezeknek
az eszkozoknek a segitségével lehetdség nyilik egyedi sejtek vizsgdlatdra precizen kialaki-
tott, jol szabdlyozhato mikrokornyezetekben.

Balogh Anna, Rajmon Imola, Kovdcs Kinga Déra, Horvdth Rébert: A nanofluidikai
csatornaval elltott fluidikai erémikroszkép (FluidFM) biofizikai és biologiai
alkalmazasai 152
A FluidFM nanotechnologiai modszer iij lehetdségeket kindl az egyedi €16 sejtek manipu-
ldcidja és szubcelluldris vizsgdlata terén. Robotizdlt kialakitdsa és nagy dteresztoképessége
révén ij tavlatokat nyit a sejtbioldgiai és biofizikai alapkutatdsok, valamint az alkalma-
zott tudomdnyok elott.

Kelemen Lordnd: Sejtméret(i szerszamok: biofizikai kutatasok polimer mikro-
eszkozokkel 157
Egyedi sejtek vizsgdlatdhoz azok méretével 6sszemérhetd polimer mikroeszkizok készithe-
tok, a mérésekhez optimalizdlt geometridval és egyéb fizikai paraméterekkel (pl. rugalmas-
sdg). Ezekkel az eszkozokkel az optikai csipesszel mozgatott sejtek izotrop felbontdsii 3D mik-
roszkdpos leképezése vagy idoben és térben kontrolldlt sejt-sejt kolcsonhatds valdsithato meg.

Torok Gyorgy, Kellermayer Miklés: MINFLUX mikroszkdpia: A szuper-
felbontast mikroszkdpia (nanoszkoépia) fizikai hataranak feszegetése 162
A tanulmdny az utobbi évtizedben az optikai mikroszkopidban tortént jelentds djitdsokat
veszi sorra. Ezek a nanoszkdpia tudomdnyteriilet és végsd soron a MINFLUX megsziileté-
séhez vezettek.

Lukdcs Andrds, Pirisi Katalin, Raics Katalin: Ultragyors spektroszkopia
abiol6gidban 166
A kékfény-fotoreceptorfehérjék miikodése sordn a kék foton abszorpcidjdt kovetden nagyon
gyors elektrontranszfer-folyamat jatszodik le, amit ezutdn a fehérje szerkezetének nagyobb
megvdltozdsa kovet. Az ultragyors spektroszkdpia segitségével ezeket a gyors elektron-
transzfer-folyamatokat lépésrol Iépésre meg tudjuk figyelni.

Papp Eszter, Vattay Gabor: Fehérjék a vezet6 és szigeteld allapotok hataran 170
Friss eredmények igazoljdk, hogy a fehérjék nem szigetelok, hanem az elektromossdgot
rendkiviil hatékonyan tovdbbito, ligynevezett kvantumkritikus vezetdk. Ez az tij meg-
kozelités felold bizonyos kordbbi ellentmonddsokat, és megmagyardzza, hogyan képesek
ezek a molekuldk hatékony toltés- és energiatovabbitdsra.

Berndth Szabolcs, Szolldsi Gergely Janos, Derényi Imre: A fik hosszu életének
titka 174
A fik képesek évszdzadokon keresztiil egészségesen élni és novekedni. Genetikai dllomd-
nyuk stabilitdsinak okdt, a csiicsriigyek dssejtjeinek kiilondsen ritka osztoddsdt tarja fel
a szerz0k dltal teljesgenomszekvencia-adatokon végzett dtfogd modellezés.

AFIZIKA TANITASA

Lévainé Kovdcs Réza: Krausz Ferenc az Oveges Fizikaversenyen 178

BIOPHYSICS - THEMATIC BLOCK

L. Zimdnyi: Selection of results from Hungarian biophysics research teams - Introduction

A. Abrahdm, P. Galajda, K. Nagy: Trapped: studying individual cells with microfluidic
methods

A. Balogh, 1. Rajmon, K. D. Kovdcs, R. Horvdth: Biophysical and biological
applications of a fluidic force microscope (FluidFM) with a nanofluidic channel

L. Kelemen: Cell-scale tools: biophysical investigations with polymer microdevices

Gy. Torok, M. Kellermayer: MINFLUX microscopy: Pushing the physical limits
of super-resolution microscopy (nanoscopy)

A. Lukdcs, K. Pirisi, K. Raics: Ultrafast spectroscopy in biology

E. Papp, G. Vattay: Proteins at the boundary between conducting and insulating states

Sz. Berndth, G. J. Szolldsi, I. Derényi: The secret to the longevity of trees

TEACHING PHYSICS

R. Lévainé Kovdcs: Ferenc Krausz at the Oveges Physics Competition

Fizikai Szemle

MAGYAR FIZIKAI FOLYOIRAT

megjelenését tdmogatjak:

LXXVI. EVFOLYAM, 5. (858.) SZAM

KULTURALIS Es
INNOVACIOS
MINISZTERTUM

(\y{

A FIZIKA BARATAI

o 2 -
OTTHON, VARO!
FERENCVAROS

2026. MAJUS



VALOGATAS HAZAI BIOFIZIKAI MUHELYEK

EREDMENYEIBOL

A Magyar Biofizikai Tarsasag a vilagon az els6k kozott
alakult meg 1961-ben, és a biofizika azdta is egyik erds-
sége a magyar tudomanynak. Tavaly fogalmazddott meg
az igény arra, hogy az E6tvos Lorand Fizikai Tarsulatban
is tagsaggal rendelkez6 biofizikusok és bioldgiai fiziku-
sok — sokan koziiliik eredetileg fizikus végzettséggel - az
ELFT-n belill is meghatiarozzak magukat, 1étrehozva a
Biofizikai Szakcsoportot. Ezzel egyiitt kapta meg a biofi-
zikus és biologiai fizikus k6zosség a felkérést egy tema-
tikus blokk 6sszedllitasara a Fizikai Szemlében, aminek
nagy orommel tesziink eleget. A négy orvosképzd egye-
tem biofizikai, orvosi fizikai intézeteiben, a HUN-REN
SZBK Biofizikai Intézetében, az ELTE Biolégiai Fizika
Tanszékén és tovabbi intézmények kutatécsoportjaiban
fontos eredményeket eléré kollégak munkdjanak bemu-
tatdsat természetesen csak a teljesség igénye nélkiil val-
lalhatjuk. Az alabbi valogatas arra torekszik, hogy a csak
nagyon tagan és bizonytalanul értelmezhetd biofizikai
- bioldgiai fizikai hatartudomany eredményeibdl felvil-
lantson néhany modern, izgalmas és egymastdl is eléggé
kiilonb6z6 munkat a hazai miihelyekbdl.

Abrahdam Agnes, Galajda Péter és Nagy Krisztina cik-
ke betekintést nyujt az egyedi €16 sejtek, illetve kisebb
sejtpopulacidk vizsgalatanak lehetGségeibe. A (bio-)
fizika szerepe itt els6sorban technikai: a mikrofluidika-
ra, mikrofabrikiciora és csiplaboratériumi (lab-on-a-
chip) médszerekre épiild, a fizikabol és anyagtudomany-
bol kolcsonzott eljarasok teszik lehetové a kiillonb6zé
kornyezeti hatdsoknak kitett sejtek tulajdonsigainak
behaté vizsgalatat, az adott esetben genetikailag azonos
sejtek fenotipikus valtozatossiaganak, heterogenitdasanak
kimutatasat. Kutatasaik orvosbioldgiai és kornyezetbio-
logiai szempontbdl igen jelent&sek, hiszen a baktériu-
mok antibiotikum-rezisztencidja az egészségiigy egyik
legégetébb problémaja, a biofilmek tulajdonsagainak
megismerése pedig orvosi, mez6gazdasagi, ipari jelent6-
séggel is bir.

Zimanyi Ldszlo 1979-ben kapott fizikusdiplomat
Szegeden, és az6taisa HUN-REN (kordbban MTA)
Szegedi Biologiai Kutatokozpont Biofizikai Intéze-
tének tagja - 2025 6ta nyugdijas kutat6 professor
emeritusként. Az MTA doktora, az SZTE cimze-
tes egyetemi tandra, az intézet kordbbi igazgatdja
(2015-2024). Kutatasi teriilete a molekuldris biofi-
zika, els6sorban az energiadtalakitisban, ion- és
elektrontranszportban részt vevs fehérjék miko-
désének fizikdja.

Zimanyi Laszl6

HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont, Biofizikai Intézet, Szege

E-mail: zimanyi.laszlo@brc.hu

Evtizedes muiltra tekint vissza az atomerd-mikrosz-
koépia alkalmazasa biolégiai objektumokra, mind morfo-
l6giai, mind sejt- vagy makromolekulaszintd mechanikai
vizsgalatokban. A technika Gjabb valtozata, a fluid-FM
késziilékre alapozva tobb teriileten forradalmasitotta a
biofizikai kutatast, igen jelent6s bioldgiai és orvosbiol6-
giai vonatkozasokkal, ahogy azt Balogh Anna, Rajmon
Imola, Kovdcs Kinga Ddra és Horvdath Robert irasabol
megtudhatjuk. Az atomer6-mikroszképban hasznalatos
tlibe integralt mikrofluidikai csatorna alkalmas egyedi
sejtek felszini er6inek mérésére nagyszamu mintan, sej-
tek elvdlasztasara egysejtes vizsgalatokhoz, anyagok be-
juttatasara €16 sejtekbe, illetve pikoliternyi mintavételre
a citoplazmdbdl, tovabb4 mikro- és nanostruktirak felii-
leti nyomtatasara is biofizikai vizsgalatokhoz.

A molekularis és sejtbioldgia teriiletén igen nagy je-
lent6sége van a nagy felbontasu mikroszképos képalko-
tasnak, a kolcsonhatasok (pl. sejtek kozotti er6hatasok)
mérésének, jellemzésének. Kelemen Lordnd dolgozata-
ban azt mutatja meg, hogy hogyan lehet valtozatos felada-
tokra alkalmas mikroszkopikus méretd ,szerszdmokat”
késziteni és hasznalni tobbek kozott bioldgiai kutatasok-
ra. Kozeli infravoros, femtoszekundumos lézerrel vég-
zett kétfotonos polimerizaciéval mikroszkép alatt tet-
sz6leges formdju és mechanikai tulajdonsagu testeket
tudnak késziteni. Ezeket aztdn multifokuszi optikai csi-
pesz segitségével képesek a hdrom transzlicids és harom
rotaciés irinyban mozgatni, a hozzajuk rogzitett testtel,
példaul éI6 sejtekkel egyiitt. A kidolgozott tomografikus
modszer jelentésen javitja az optikai képek felbontasat.
A szellemes mechanikai eszk6zok, példaul a rugalmas
mikrocsipeszek pedig alkalmasak sejtek k6zotti kdleson-
hatdsoknak a pikonewtonos tartomanyba es6 mérésére.

A szuperrezolicios fluoreszcenciamikroszkdopia ha-
rom eltér6 mddszerének feltalalasaért 2014-ben odaitélt
kémiai Nobel-dij egyik dijazottja, Stefan Hell nemrég je-
lentGsen tullépett sajat, STED-nek nevezett modszerén,
megalkotva a még sokkal jobb felbontast MINFLUX el-
jarast. Torok Gyorgy és Kellermayer Miklds részletesen
ismerteti ezt a forradalmi wjitast, amivel gyakorlatilag
az elektronmikroszkopia felbontéképességét lehet elér-
ni optikai mikroszkoppal, igy akar é16 sejtek is vizsgal-
hatoak. A szerzdk latvanyos abrakon demonstraljak sajat
kisérletiiket, amivel megmérték egy sejt mitokondriuma
és endoplazmas retikulumja kozott a tavolsagot, illetve a
mitokondrium szerkezetérél nagyfelbontasu 3D képet is
készitettek. Ha az egyébként ,kényes” MINFLUX kisér-
leti koriilményeit sikeriil megfelel6en beallitani, akkor
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ez a technika akar egyedi motorfehérjék mozgasanak
id6beli felbontasara és a fehérjék miikodését kisérd el-
mozduldsok atomi szint@ kimutatasara is alkalmas lehet.

Az enzimek miikodését nem mindig kisérik latva-
nyos konformaciévaltozasok, a fontos dolgok a belsejiik-
ben 1év6 kofaktorokkal és kornyezetiikkel torténhetnek,
és spektroszkopiai moédszerekkel vizsgalhatok. Erre
sorolnak fel példakat Lukdcs Andrds, Pirisi Katalin és
Raics Katalin, akik irasukban az ultragyors (femtosze-
kundumos) spektroszkopia eljarasainak alkalmazasét
mutatjak be tobb, flavin kofaktort tartalmazo, de eltéré
biolégiai funkciot ellaté fehérje esetében. Az dltaluk is
vizsgalt fehérjék egy részének mikodésében a fénynek
nincs szerepe, az csak a spektroszkdpiai ismeretszerzés
eszkoze, mas résziik, a fotoaktiv fehérjék esetén viszont
a fény elnyelése a miikodés alapja. Az utébbi csoportban
kulcsszerepet jatszik a fotoindukalt elektrontranszfer,
amit aztan valtozatos molekuldris kdlcsonhatasok ko-
vetnek fontos biologiai funkciokkal.

A tobbnyire huasz kiilonbdz6 aminosavbol allo fe-
hérjék harom (négy) hierarchikus szinten felépii-
16 makromolekuldk, az elsédleges szekvenciatél a
haromdimenzids feltekeredésig. Egyedi szerkezetiik se
nem kristalyos, se nem amorf, hiszen az esetek tobbsé-
gében a funkcidjukhoz meghatarozott térbeli szerke-
zet szilikséges — bar ez aldl van sok kivétel is. A fehérjék
anyagat sokaig elektromosan szigetel6nek tekintették,
mignem elektrédak kozé helyezett fehérjemonorétegek
vezet6képességét — az elektrontranszportot — mérve
ki nem deriilt, hogy a vezet6képességiik joval nagyobb

a szigetel6kénél, és kriogenikus homérsékleteken sem
szlinik meg. A Kkifejezetten biologiai elektrontranszfert
megvaldsité redoxfehérjék rovidebb tava ,vezetéséért”
felelos alaguteffektus a fenti elektrontranszport-kisér-
letek eredményét nem magyardzza meg megfelelGen.
Papp Eszter és Vattay Gdabor részletes és alapos kvan-
tumfizikai szamitasokkal és 1étez6 modellek tovabbfej-
lesztésével jutott arra a meglepd kovetkeztetésre, hogy a
fehérjék kvantumkritikus allapotban vannak, ami meg-
magyarazza az elektronvezetésiik fenti tulajdonsagait.

Ahogy az ELTE Biolodgiai Fizika Tanszékének mun-
katarsaitél megszoktuk, ezuttal is egy olyan jelenség
modellezésével és magyarazataval jelentkeznek, amit
mindenki ismer, de csak kevesen gondolkoznak el raj-
ta (kozéjlik tartozik Enyedi Ildiko, akinek j filmje, a
»Csendes barat” a kozelmultban hat dijat nyert a velen-
cei filmfesztivalon). A fak akar évszazadokig is elélnek
anélkiil, hogy - novekedésiiktdl eltekintve — észrevehe-
téen megvaltoznanak, aminek a hatterében a genetikai
allomanyuk rendkiviili stabilitdsa all. Berndth Szabolcs,
Sz0llsi Gergely Janos és Derényi Imre genomikai adatok
,big data” analizisével jutottak arra a kovetkeztetésre,
hogy a fak csicsriigyeiben él6 Gssejtek, minden tovabbi
sejt forrasai, csak rendkiviil ritkdn osztddnak, ezzel mi-
nimalizalva az osztédaskor elkeriilhetetlen véletlen mu-
taciok szamat és késobbi esetleges negativ hatasaikat.

Végiil megkoszonom szerz6ink tdmogatasat és hoz-
zdjarulasat, és remélem, hogy a Fizikai Szemle olvasdi is
érdekesnek talaljak az itt kovetkezd biofizikai tematikus
blokkot.

BECSAPDAZVA: EGYEDI SEJTEK VIZSGALATA
MIKROFLUIDIKAI MODSZEREKKEL

Abraham Agnes'@, Galajda Péter, Nagy Krisztina'?

"HUN-REN SZBK, Biofizikai Intézet, Biofotonikai és Biomikrofluidikai Kutatécsoport, Szeg

Bevezetés

A mikrofluidika egy multidiszciplinaris tudomanyterii-
let, mely a mérnoki tudomanyok, a fizika, a kémia és a
biolégia hataran helyezkedik el [1]. A mogotte 4ll6 tech-
nologia alapja a folyadékaramlas mikroszkopikus méreti
csatornakban torténé szabalyozasa. Ezekben a nagyon
kis - jellemz&en egy hajszal vastagsaganal kisebb - dtmé-
r6jd csatornakban a folyadékok viselkedése eltér a mak-
roszkopikus vilagban megszokottdl, kiilonleges fizikai
jelenségeket (pl. laminaris dramlas) figyelhetiink meg.

A csovekben aramlé folyadékok jellemzésére, és az
aramlasi mintazatok el6rejelzésére az Gn. Reynolds-sza-
mot (Re) szoktak hasznalni. A Reynolds-szam egy di-
menzi6 nélkiili mennyiség, amely a tehetetlenségi erék
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és a viszkozus er6k kozotti viszonyt adja meg. A kovetke-
z0képp irhatjuk fel:

tehetetlenségi er6k vip
e= = —

>

viszkézus er6k n

ahol v az aramlas sebessége, / a rendszer egy jellemz6
hosszmérete, p a folyadék siiriisége, n pedig a folyadék
dinamikus viszkozitasa. Alacsony Reynolds-szam esetén
laminaris, mig magas érték esetén turbulens dramlast va-
runk. A mikrofluidikai rendszerekre jellemz6 az alacsony
Reynolds-szam, és igy a lamindris (réteges) aramlds, ahol
a folyadékaramok egymassal parhuzamosan haladnak, és
keveredésiik f6ként diffuzidval, a részecskék véletlensze-
ri mozgasaval, lassan torténik. Ezzel ellentétben a nagy
Reynolds-szamu tartomanyra a turbulens aramlas és a
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gyors keveredés a jellemz6. A laminarisbdl a turbulens
aramlasba torténd atmenet nem kothetd egy konkrét ha-
tarétékhez.

A mikrofluidikai eszkdzok elsésorban mikroméreti
csatornakbdl és kamrakbdl allnak, de tartalmazhatnak
elektrodakat, szelepeket vagy kémiai feliiletmodositaso-
kat is. El6allitasukra kezdetben a mikroelektronikaboél
ismert gyartasi eljarasokat (pl. fotolitografia) és anyago-
kat (szilicium) hasznaltak, manapsdg azonban gyakran
polimerekbdl késziilnek az eszk6zok fotopolimerizacios
vagy kis méretekre optimalizalt 6ntési, froccsontési el-
jarasokkal.

A fent emlitett laminaris daramlas jellegzetességei sza-
mos olyan el6nyt nyuUjtanak, melynek kdszonhetéen az
utobbi évtizedekben a mikrofluidika és a hozza kapcso-
16d6 mikrofabrikaciés technolégidk egyre nagyobb sze-
repet kaptak az élettudomanyi kutatasokban. Ezekben
a rendszerekben a folyadékok mozgasa kiszamithat6 és
rendezett, ezaltal lehet6ség nyilt a folyadékok, sejtek és
(bio-) molekuldk preciz manipuldlisira és analizisére a
mikroszkopikus méretli csatorndkban. Lehet8ség van
preciziés aramlaskontrollra, szabalyozott keverésre, spe-
cialis geometriai strukturdk, szelepek kialakitasara, és
membranok integralasra. A ,lab-on-a-chip” technolégia
alkalmas kiilonb6z6 elvalasztisi technikak csipen beliil
torténé megvaldsitasara, pl. egyes mintak, reagensek
réteges elvalasztasara, a DNS szekvenalasara és fehérjék
analizisére is. Teszi mindezeket minimalis folyadéktérfo-
gatok felhaszndlasaval [2].

A mikrofluidika forradalmasitotta a sejtbiologiai ku-
tatdsokat is azaltal, hogy lehet6vé teszi az egyedi sejtek
szintjén torténd Osszetett vizsgilatokat. Segitségével
kialakithatok olyan elrendezések, melyek alkalmasak
kisebb méretd sejtpopulacidk egysejt-szinten torténd
vizsgalatara. S6t, képesek vagyunk akar egyedi sejtek

Abrahdm Agnes biofizikus a HUN-REN Szegedi
Biologiai Kutatékozpont Biofizikai Intézetének,
azon belill a Biofotonika és Biomikrofluidika Ku-
tatécsoportnak tudomanyos munkatdrsa. Kutatdsi
tertilete mikroorganizmusok vizsgélata kiilonb6z8,
dinamikusan valtozé kornyezetekben. Ezeket a kor-
nyezeteket mikrofluidikai csipekben alakitjak ki,
melyek tervezésében és eléllitasdban is részt vesz.

Galajda Péter biofizikus a HUN-REN Szegedi Bio-
l6giai Kutatokozpont tudomdnyos fomunkatarsa.
Kutatdsai a mikroorganizmusok kollektiv viselkedé-
sét, a sejtek mozgdsat és az evoldcio fizikai korlatait
vizsgiljak mikrofluidikai rendszerekben.

manipulacidjara, mikroszkopikus méretd sejtcsapdak ki-
alakitasara, és egyes sejtek izolalasara is [3-5]. Ez kivételes
lehetSségeket hoz magaval, hiszen a hagyomanyos labora-
tériumi modszerekkel nem volt lehetGség a sejtek kozott
kialakul6 heterogenitds pontos megfigyelésére. A hetero-
genitasnak az6ta igen nagy szerepet tulajdonitanak tobbek
kozott a bakterialis antibiotikum-rezisztencia kialakula-
saban, de a tumorbiolégiaban sem lehet eltekinteni téle
[6, 7]. Fontos kiemelni, hogy a jol szabalyozhat6 aramlasi
térnek koszonhetben, a sejtek mikrokérnyezetének (pél-
daul a gyégyszerhatdéanyagok vagy tapanyagok koncent-
racijanak) pontos szabalyozdsara is lehetGségiink van.
Az eszkdzok mikroszkopiaval torténé kombinalasa pedig
valds ideji megfigyeléseket tesz lehet&vé [8].

Ahhoz, hogy bizonyos sejteket hosszt id6n 4t meg tud-
junk figyelni, azok rogzitésére, csapdazasara van sziikség.
A mikrofluidikai rendszerekben torténé csapdizasnak
tobbféle mddszer képezi az alapjat, ezek mindegyike fizi-
kai elveken alapul. Céljuk a sejtek megfogasa és helyiikon
tartasa, kozben friss tipanyag biztositasa. A mikrofluidi-
kai csapdakban ,megfogott” sejtek szamos tulajdonsiga
vizsgalhat6: 1) lehetéség van az egyedi sejtek novekedé-
sének, osztddasanak, génexpresszidjanak nyomon koveté-
sére; 2) a tapoldat kémiai Gsszetételét valtoztatva model-
lezhetjiik a természetes él6helyeket is jellemz6 dinamikus
koriilményeket, vizsgalhatjuk pl. a stressz (ez lehet az
antimikrobialis szerek jelenléte) altal kivaltott sejtvalasz
heterogenitdsat. A jelen tanulmany célja, hogy néhany pél-
dan keresztiil bemutassa az egysejt-csapdak miikodési el-
vét, alkalmazasi lehetéségeit. Els6sorban a kutatécsopor-
tunk éltal tervezett és elkészitett eszkozokre fokuszalunk.

Aktiv csapdazas - sejtek a folyadék-
aramban

A sejtek csapdazasanak egyik f6 tipusa, amikor dram-
lassal fogjuk be és tartjuk is benn a sejteket a pontosan
megtervezett és kialakitott geometridju csapdakban,
és ugyanez az aramlas biztositja szamukra a folyamatos
tapanyagutanpotlast is. Erre mutat néhany példat az 1.
dbra.

Az 1A-B. dbran olyan elrendezések lathatok, melyek
algasejtek befogasara és hosszl tavi mikroszkopos meg-
figyelésére alkalmasak [9, 10]. A jellemzéen 4-10 pm
atmér6ji. Chlamydomonas reinhardtii zoldalgdk fontos
modellorganizmusai a fotoszintézis- és biotechnologiai

Nagy Krisztina a HUN-REN Szegedi Bioldgiai Ku-
tatokozpont Biofizikai Intézetének tudoményos
munkatirsa és a Szegedi Tudomdnyegyetem Fi-
zikai Intézetének adjunktusa. F§ kutatdsi teriilete
a mikrofluidika alkalmazdsa biolégiai rendszerek
vizsgalatiban. Munk4janak kozponti kérdése, hogy
a mikrokornyezet milyen hatdssal van a baktériu-
mok kommunikdcidjira, kooperativ viselkedésére
és evolucidjara.
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kutatasoknak. A fotoszintetikus hatékonysag mérésére sz¢-
les kdrben elterjedt modszer a klorofill-a fluoreszcencidjanak
mérése, mely a bemutatott eszkdzokben egyedi sejtek szint-
jén is megvaldsithato. Ezaltal vizsgdlhatdo az algasejtek
morfologiaja és fotoszintézise kozotti kapcsolat. Munkatar-
saink az altalunk készitett eszkdzok segitségével kimutat-
tak, hogy a zoldalgdk fotoszintetikus aktivitdsat nagymér-
tékli heterogenitas jellemzi az egyedi sejtek szintjén. Ez a
heterogenitas mar az egy adott sejt osztddasakor keletkezd
utoddok kozott is megmutatkozik [9].

Az 1A. dbrdn egy olyan eszkdz szerepel, melyben a
csapdageometria egyetlen sejt befogasat és megfigyelését
teszi lehet6vé, mig az IB. dbrdn lathatd elrendezéssel a
befogott sejtek osztddasat vizsgalhatjuk, hiszen a kelet-
kez6 leanysejtek is begydjthet6k. A bal oldali panelek
szemléltetik a csapdik miikodését, az dramlas szerepét.
Szamitoégépes hidrodinamikai szimulaciokkal kiszamit-
hat6é az dramlasi tér. Az dramvonalak jol szemléltetik,
hogy a csapdageometria fontos elemét képezik a keskeny

atvezet6 nyilasok, melyeken a folyadék keresztiil tud
haladni, igy juttatva be sejteket a csapdakba. Ezeknek a
nyildsoknak a szdma és mérete meghatarozza a csapdazas
hatékonysagat. Egyetlen nyilas esetében a befogott sejt
blokkolja a folyadékdramot, igy Gjabb sejt nem érkezik a
csapdaba (1A dbra). Az 1B panelen bemutatott csapdati-
pus tobb és nagyobb méretii atvezetével rendelkezik, ez-
zel biztositva a csapddzas hosszu tava eredményességét.
A folyadékaram szerepe azért is fontos, mert megnehe-
ziti azt, hogy az aktivan Usz6 sejtek elhagyjak a csapdat.
A baktériumok csapdazisa méretiiknél fogva na-
gyobb kihivast jelent, de a megfelel6 mikrofabrikaciés
technolégiaval (pl. kétfotonos polimerizacioval) elkészit-
het6k az egyes sejtek csapdazasara alkalmas strukturak.
Az IC. dbrdn egy jelenleg fejlesztés alatt 4ll6 elrendezés
lathat6. Az eszkozben a csapdazas elve megegyezik az
1A. dbran bemutatott algacsapdakkal, ugyanakkor eb-
ben az esetben a cél az, hogy kezdetben egyetlen baktéri-
umsejtet fogjunk be, majd ezen sejt osztddasat kovetGen
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1. dbra. Hidrodinamikai elven miikod6 egysejtcsapdék. A bal oldali panelen az daramlasi tér szimulaci6ja szemlélteti a csapdak mikodési elvét. Az
aramvonalak siirlisége és szine a sebesség nagysagat jelzi. A kozéps6 panelen nagyfelbontast péasztazo elektronmikroszkopos felvételek lathatok az
elkésziilt csapdakrol, a jobb oldali panelen pedig mikroszkopos felvételek mutatjak a mikrofluidikai eszkozoket miikodés kozben. A) C. reinhardtii
algasejtek befogasara és vizsgalatara alkalmas mikrofluidikai csapdak. B) C. reinhardtii sejtek és az osztédasok soran keletkez6 leanysejtek befogasara,
hosszt tavi megfigyelésére alkalmas csapdarendszer. C) Egy baktérium befogasara és az adott sejt utddainak begytjtésére, hosszu tavi megfigyelé-
sére alkalmas mikrofluidikai elrendezés részlete
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az egyik leanysejt az eredeti csapdaban maradjon, mig
a masikat az dramlds dtmossa a kovetkezd csapdaba. Ez
mindaddig ismétlédik, amig az Osszes csapda be nem
telik. Igy lehet8ség van a leszdrmazasi viszonyok hosszd
tavi nyomon kovetésére, és a heterogenitis megjelenésé-
nek tanulmanyozasara egy klonadlis (vagyis genetikailag
homogén) baktériumpopulacié esetében.

Passziv csapdazas - sejtek a nyugvo
folyadékban

A baktériumok egysejt-szinten torténé tanulmanyoza-
sara egy az irodalomban sokat hasznalt eszkdz az un.
Mother Machine (2A. dbra) [11]. Ez az elrendezés egy
fécsatornabdl és az ebbdl nyilo, végiikon zart oldalagak-
bdl épiil fel. A sejtek az oldalcsatornikban novekednek
és osztodnak, majd, amikor elérik a kamra fécsatorna

fel6li nyilasat, az aramlds elmossa Gket. Az oldalagak
szélessége és magassaga Osszemérhet6 egy baktérium-
sejt atmérdjével (kb. 1 pm), mig a fécsatorna magassaga
egy nagysagrenddel nagyobb. Az elrendezés egy sajatos
tulajdonsaga, hogy az egyes oldalcsatornakban a sejtek
osztddasakor néhdny generacion keresztiil pontosan ko-
vethetGek a leszarmazasi kapcsolatok. Az oldalcsatorndk
tulajdonképpen zsakutcak: folyadék nem aramlik rajtuk
keresztiil, benniik a sejteket nyugvé folyadék veszi koriil.
A sejtek szamara sziikséges tipanyagot a fécsatornaban
aramlo folyadék biztositja. Az oldalcsatornakba a tap-
anyag és az egyéb molekuldk diffuzioval jutnak be, amit
az eszkoz tervezésénél figyelembe kell venni. Optimalis
esetben a fécsatornabdl a kamrak végéig 1-2 masodper-
cen beliil bediffundalnak az oldott anyagok.

A Mother Machine eszkozt csoportunk Pseudomo-
nas aeruginosa baktériumsejtek kommunikacidjanak
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2. dbra. Baktériumok vizsgalata a Mother Machine mikrofluidikai eszkozben. A) Az eszkoz sematikus dbrazolasa. Az eszkoz két f6 részbdl all: a bak-
tériumok csapdazasara szolgalo, zart végi oldalcsatorndkbdl és a fécsatornabol, melyben folyadékot aramoltatunk. B) Fluoreszcens képek sorozata,
mely egy adott oldalcsatornaban talalhat6 P. aeruginosa sejtek GFP-termelésének idébeli valtozasat mutatja be jelmolekula hozzdadasa és megvonasa
mellett. C) Egy adott oldalcsatornahoz tartozo leszarmazasi fa. A sejtek intenzitasvaltozasat a szinskala jelzi. D) Két leanysejt kozott mért normalizalt
fluoreszcenciaintenzitas-kiillonbség egy osztddasi ciklus idtartama alatt. A vastag kék vonal 1233 darab sejt atlaga, a szélesebb kék sav pedig ezeknek
a szérdsa
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vizsgalatdhoz hasznalta. A bakteridlis kommunikacié
egyik formdja a quorum érzékelés, mely soran a sejtek
jelmolekuldkat termelnek, és érzékelik is azok jelenlétét.
Amennyiben a sejtszam (és ezzel a jelmolekula koncent-
racidja) elér egy kiiszobszintet, a sejtek dsszehangoljak
a viselkedésiiket a génexpresszidjukon keresztiil. Ez a
fajta kommunikacié kulcsfontossagt példaul a biofilm-
képzésben és a virulenciafaktorok termelésében, ezaltal
nagymértékben hozzajarulhat egy baktériumtorzs pa-
togenitasdhoz. Bar a quorum érzékelés populacidészinten
egy Osszehangolt valaszreakciot eredményez, az egyedi
sejtek esetében nagy a génexpresszid valtozatossiga. Az,
hogy egy sejt mikor keriil quorum allapotba és hogyan
valtozik meg a génexpresszidja a tobbi sejthez képest,
sejtrol-sejtre kiillonbozhet. Ennek a heterogenitisnak a
vizsgalatara nyujtott kival6 lehet6séget a Mother Machi-
ne. A jelmolekula megvonasara adott valaszreakci6 nyo-
mon kdvetése szintén fontos bioldgiai kérdés, melyet ha-
gyomanyos laboratériumi médszerekkel nehéz vizsgalni.

Kisérleteinkhez egy mutdns P. aeruginosa tdrzset
hasznaltunk, mely nem képes a jelmolekula termelésére,
azonban kiils6leg hozzdadva reagil annak jelenlétére. Az
altalunk hasznalt elrendezésben a sejtek quorum éllapota
a z0ld fluoreszcens fehérje (GFP) termelésén keresztiil
volt vizsgalhatd. A 2B. dbra egy tipikus kimografot (id6-
beli képsorozatot) mutat be, melyen jol latszik, hogyan
viselkedik egy adott oldalcsatornaban néveked6 baktéri-
umpopulacié a jelmolekulak hozzaadasakor, majd meg-
vondsakor. A sejtek fluoreszcenciaintenzitdsa a jelmole-
kula hozzdadasat kovetSen gyorsan emelkedik (amikor
érzékelik a jelmolekulat, megkezdik a GFP termelését),
majd a megvonas utdn fokozatosan csokken. Lathatd,
hogy bar az adott oldalcsatorna egyetlen egy (a leg-
belsd) sejt utddait tartalmazza, azok fluoreszcencia-
intenzitdsa mégsem egyforma a kisérlet soran. Vannak
sejtek, melyek GFP-termelése fokozottabb a tarsaikhoz
képest, és a jelmolekula megvonasara sem egyforman
reagalnak. Megfelel6 képanalizis segitségével a csator-
naban kovethet6k a leszarmazasi viszonyok, melyek-
bdl kirajzolhat6 egy fa (2C. dbra). A leszarmazasi fak a
Mother Machine eszkézben aszimmetrikusak, hiszen
az oszt6do lednysejtek egy részét a f6csatorna aramlasa
elmossa, igy ezeknek az osztédasat mar nem tudjuk to-
vabb kovetni. Ha id6ben kovetjiik egy osztddas utan a
keletkez6 két leanysejt intenzitasat, akkor a normalizalt
fluoreszcenciaintenzitas-kiillonbség kiszamitdsaval ta-
nulmanyozhaté a heterogenitas felépiilése. A vizsgalt P.
aeruginosa sejtek osztédasi ciklusanak atlagos hossza az
eszkozben kb. 4 6ra, és a 2D. dbra alapjan lathato, hogy a
két utddsejt kozott az intenzitaskiilonbség linearisan né.
Ez alatt a par o6ra alatt mar atlagosan kb. 5%-os eltérés
alakul ki kozottik [12, 13].

Ezt a jelenséget, amikor genetikailag megegyez6
sejtek megjelenésében barmilyen eltérés mutatkozik,
fenotipusos heterogenitisnak nevezziik. Ennek a hete-
rogenitasnak fontos szerepe lehet abban, hogy egy bak-
tériumpopulacié milyen gyorsan tud alkalmazkodni és
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talélni a természetes él6helyeket jellemz6 valtozé kor-
nyezeti feltételek mellett. A bakterialis kommunikaci6
mellett a heterogenitds megnyilvanulasara kival6é példa
az egyes sejtek antibiotikumokkal szemben mutatott
ellenalloképessége. Napjaink egyik sokat vizsgalt glo-
balis problém4ja az antibiotikum-rezisztencia kialaku-
lasa, melynek részletesebb tanulmanyozéasira szintén
kival¢ lehet&séget biztosit a Mother Machine. Az eszkoz
segitségével az egyedi sejtek szintjén tudjuk vizsgalni a
kiilonb6z6 hatdsmechanizmust antibiotikumok kon-
centraciofiiggd hatasat, és azonositani tudjuk az ellenall6
egyedeket. Megfelel6 modszerekkel (pl. optikai csipesz-
szel) ezek az egyedek akar ki is emelhet6k a csatornak-
bol tovabbi vizsgalatok céljabdl; igy részletesen tudjuk
tanulmanyozni tobbek kozott az Ggynevezett perzisz-
tens (egyaltalan nem vagy nagyon lassan o0szt6d9) sejtek
megjelenését is, melyek toleranciat mutatnak az antibio-
tikumkezelésekkel szemben [14].

A fent bemutatott eszkdz egy modositott valtozata
az Gn. Microcolony Machine. Itt a sziik, egy sejt szé-
lességii oldalcsatorndk helyett nagyobb oldalkamrakat
hasznalunk, melyekben egy kisebb, parszaz sejtbdl allo
baktériumpopulacié vizsgalhat6. Az eszkoz miikodési
elve megegyezik a Mother Machine-éval: af6csatornaban
aramoltatott tapoldat latja el a sejteket tipanyaggal, s
ahogy a populacié novekszik, a kamra bejaratanal 1évé
sejteket elmossa az aramlas. Ebben az eszkozben meg-
felel6 fluoreszcens jelolések mellett akar populacidk
kozotti kolesonhatasokat, versengést is tanulmanyozha-
tunk egysejt-szinten, dinamikusan valtozé kornyezeti
feltételek mellett. A 3. dbra mikroszképos felvételei egy
vad tipusu (pirosan jeldlt) és egy ciprofloxacin-rezisztens
mutans (z6lden jelolt) Escherichia coli baktériumpopu-
laci6é egymas melletti novekedését mutatjak be egy oldal-
kamraban. A képeken jollathatd, hogy migantibiotikum-
mentes tapoldat jelenlétében egyforman névekszik a két
populacié, addig ciprofloxacin - egy sejtosztodast gatld
antibiotikum - jelenlétében jelentds a viselkedésbeli el-
térés kozottiik. A vad tipusu sejtek megnytlnak, és nem
osztodnak tovabb. A rezisztens torzs benépesiti a kamrat;
ezek a sejtek kozel normal morfologiaval rendelkeznek.

Osszefoglalas

A fenti példak jol mutatjak, hogy a modern mikrofabrika-
ciés technikak alkalmasak akar a baktériumok méretével
Osszemérhetd, apr6 struktirak kialakitisira. Ezeket a
mikroszkopikus méretl geometridkat aramlassal kombi-
nélva olyan mikrofluidikai rendszereket allithatunk el6,
melyek udjfajta megkozelitéseket hoznak a sejtbioldgiai
kutatasokba, legyen sz6 baktériumokrél vagy akar em-
16ssejtekrol. Az egysejtszintii vizsgalatok bebizonyitot-
tak, hogy azonos genetikai hattérrel rendelkezd sejtek
is mutathatnak kiilonbségeket fenotipusukat tekintve. A
mikroszkopiaval egybekotott valds ideji megfigyelések
rengeteg informacidval szolgalhatnak arra vonatkozoan,
hogy ez a heterogenitds hogyan alakul ki, és a mikrokor-
nyezet milyen szerepet jatszik benne. Ezeknek a folya-
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3. dbra. E. coli sejtek novekedése és osztddasa a Microcolony Machine eszkozben. A vad tipusu sejtek
pirosan, mig a rezisztens sejtek zolden vannak jelolve. A) A két baktériumpopulici6 kozel egyforman
viselkedik, amikor a fécsatorndban normal tépoldat aramlik. B) Ciprofloxacin jelenlétében a vad tipust
sejtek osztodasa megill, a sejtek megnyilnak. A rezisztens populdcié novekedését nem befolydsolja sza-

mottevGen az antibiotikum jelenléte

matoknak a részletesebb feltarasa kritikus fontossagu az
orvostudomadny és a biotechnolégia szempontjabdl egy-
arant. A mesterséges intelligencia robbanasszert fejl6-
dése ezeket a kutatisokat a kozeljovében még inkabb
el6re mozdithatja, hiszen az automatizalt képanalizis és
fenotipus-osztalyozas sokkal hatékonyabba teheti a ha-
talmas mennyiségii adat feldolgozasat.
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Ko6szonjiik Dér Laszlonak a projektekben valé aktiv rész-
vételt, az adatok analizisében nyujtott segitséget. A zold-
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Bevezetés — Egyedi sejtszinti
technologiak

A fizikai vilaggal ellentétben, mely j6l definialt tulajdon-
sagokkal rendelkezd elemi részecskékbdl épiil fel, az
él6lények épit6kovei — az €16 sejtek — egymastol nagyon
eltér6ek lehetnek. Akar a teljesen azonos genetikai tulaj-
donsagokkal rendelkez6 sejtekbdl allé populaciok egyes
sejtjei is jelent6sen kiilonbozhetnek egymast6l. Ma mar
bizonyitott, hogy fontos fizikai és bioldgiai jellemzdk,
mint példaul az egyedi sejtek mérete, alakja, a termelt
fehérjék Osszetétele és mennyisége mind nagyfokd he-
terogenitast mutatnak. Ez a valtozatossag feltehet6en
hozzéjarul a populaciok életképességéhez, melynek — ma
még részleteiben feltaratlan — okai lehetnek. Napjaink-
ban a szovetek heterogenitdsanak kutatasa és megértése,
valamint a szovet alpopulacidinak (a hasonlé tulajdonsag-
gal rendelkez6 sejtek szlikebb csoportjainak) feltérképe-
zése egy aktivan kutatott teriilet [1]. A megszerzett tudas
Uj felhasznalasi teriiletekhez és megolddsokhoz vezethet
az orvostudomanyban, kiilonos tekintettel a célzott, sze-
mélyre szabott gyogyaszatban. Fontos kiemelni, hogy a
nagyszamu egyedi sejt tulajdonsagainak vizsgalatara al-
kalmas technikdk csak napjainkban kezdenek széles kor-
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ben is hozzaférhetGek lenni, lehet6vé téve Gj alapkutatasi
iranyok megjelenését.

Az eddig haszndlt biolégiai és biofizikai technikak
tobbsége viszonylag nagyszamu sejt egyiittes vizsgalata-
ra alkalmas, ezek a populaciét alkotd egyedi sejtek jelé-
nek egyfajta atlagat mérik. Viszont az igy nyert eredmé-
nyek félrevezetSek lehetnek, ha egy alpopulacié jelent6s
mértékben eltér az atlagtol, illetve ha a mért mennyiség
nem normalis eloszlast kovet. Ezzel szemben egyedi sejt-
szintd mérésekbdl sokkal részletesebb képet kaphatunk
a szovetek heterogenitasar6l, komplex bioldgidjarol és
a lehetséges alpopulaciokrdl. Az egyedi sejtek kutatisa
el6rébb mozdithatja a sejtek magasabb szervez4désé-
nek feltérképezését és szamos gyakorlati jelent6ségi
felfedezést is eredményezhet. Példaul implantatumok és
gyogyszerhatéanyagok kifejlesztésében, szimos betegség
hatékony kezelésében jelenthet attorést [2, 3].

A fentiekbdl kovetkezik, hogy azon 4j moédszerek,
melyek segitségével egyedi sejteket tudunk kivalogatni,
manipulalni vagy relevans bioldgiai tulajdonsdgaikat
mérni, kiemelt jelent6séggel birnak. Ilyen technikakat
hasznalnak példaul a rendszerbioldgia, a genomika és a
proteomika teriiletén. Az egyedi sejtszintl technolégiak
kozé tartoznak az elektrofizioldgian, tomegspektromet-
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ridn, nagy felbontasti képkészitési, mikrofluidikai vagy
nanofluidikai elveken alapulé miszerek. A kovetkez6k-
ben egy ilyen nanofluidikai vizsgalatra alkalmas miiszert
fogunk bemutatni.

A FluidFM miikodési elve és Gsszehason-
litdsa a hagyomanyos AFM technikaval

Fluidikai erémikroszképot (Fluidic Force Microscopy,
FluidFM) hasznalva egyedi sejteken lehet biofizikai-bio-
logiai méréseket és manipuldcidkat végezni. A miszer
nagyban hasonlit az atomer8mikroszképra (Atomic
Force Microscopy, AFM), annyi kiilonbséggel, hogy a
rugélapkdja lireges, benne egy mikrofluidikai csatorna
talalhat6. A hagyomanyos AFM-mel akar atomi felbon-
tasi mechanikai képalkotas is végezhet6. A moddszer
els6sorban feliiletek topografidjanak vizsgilatara alkal-
mas, és egyarant elterjedt a modern anyagtudomanyi és
biolégiai-biofizikai kutatasokban.

Roviden ismertetve egy AFM a kovetkez6képpen
mikodik. A feliiletet pasztazé tiit egy rugoélapkahoz rog-
zitik, ezt egylittesen szokas konzolnak nevezni. A rugé-
lapka meghajlasabdl kovetkeztetni lehet a tl és a minta
kozott fellépd erére. Magat a tiit és a rugélapkat egy
piezoelektromos kristaly segitségével fliggéleges és viz-
szintes iranyban lehet mozgatni a vizsgilandé minta
felett. A minta feliileti topografiajatdl fiiggéen az egyes
pontokban a konzol meghajlasa eltéré mértékd lesz. A
rugélapka meghajlasat optikai dton, egy lézernyalab se-
gitségével lehet nagy pontossaggal mérni az 1. dbrdn
lathaté6 moédon. A lézerfény visszaverddik a rugdlapka
mintaval ellentétes oldalardl egy fotodetektorra, amely-
lyel a lézer elmozdulasat valés id6ben lehet kovetni [4].

Az altalunk hasznalt és bemutatni kivant FluidFM
eszkoz példaul abban kiilonbozik a hagyomanyos AFM-
t6l, hogy a képalkotast egy invertalt optikai mikroszkop-
pal végezziik. Tovabb4, a mikroszkoép f6lé van épitve a
miiszer kozponti manipulcids egysége (.fej”), melyre

1. dbra. Egy tradicionalis AFM vézlatos miikodési abraja [13]

railleszthet6 a mérés soran hasznalt rugélapka, amelyben
egy mikrofluidikai csatorna talalhatd. A mikrofluidikai
csatorna egyik vége egy nyomasszabdlyozohoz van csat-
lakoztatva, amely segitségével a csatornaban uralkodd
nyomast =700 és 1000 mbar koz6tt lehet szabalyozni. Az
eszkozhoz tobbféle kialakitdsi rugdlapka létezik, fel-
hasznalasi céltdl fiiggben kiilonb6z6 apertira taldlhato
avégikon (2. dbra).

2. dbra. A kilonb6zé mérések soran hasznalt FluidFM-rugélapkak.
Az a) képen az injektalds soran hasznilt, hegyben végz6d6 rugoélapka
lathat6. Ezen mérési eljaras soran képesek vagyunk anyagokat €16 sej-
tekbe juttatni. Az injektalds soran hasznélt hegy kozelebbrdl a c) és d)
képeken lathat6. Az adhézidéméréshez hasznalt kor alaka aperttra a b)
képen taldlhat6 [16]

Adhézidméréshez, illetve specialis feliilletek nyom-
tatasahoz t nélkiili rugdlapkat és kor kialakitasu aper-
tarat hasznalunk, melynek dtméréje 2 pm, 4 pm vagy 8
pum lehet. A miszer segitségével kis (tobb femtoliteres)
folyadéktérfogatok injektalasa is elvégezhet6 (2. dbra). A
FluidFM-mel végzett injektalas soran egy olyan pirami-
dalis hegyben végz6dé tiit szokas alkalmazni, melynek
az oldalan egy 600 nm atmérdjli lyuk talalhatd, lehet6vé
téve kiilonb6z6 anyagok injektalasat, illetve a sejtekbdl
torténé mintavételt. Ilyen konfiguraciéval konnyen, pre-
ciz er6kontroll mellett atszakithaté a sejtmembran anél-
kiil, hogy a mikrofluidikai csatorna eldugulna, vagy a sejt
a beavatkozas kovetkeztében elpusztulna. Az apertira
kialakitasa mellett a konzolnak egy masik nagyon fontos
tulajdonsaga a rugédllanddja, melynek értéke 0,3 N/m,
1 N/m, 2 N/m vagy 4 N/m lehet. Az atomerémikroszkop-
pal végzett mérésekhez hasonlban a konzol meghajlasat
lézerfény segitségével lehet detektalni, amely a konzol
felfelé néz6 (aranyréteggel boritott, erésen reflektiv) fe-
lilletérol verddik vissza, és jut egy két szegmensbdl allé
pozicidérzékeny detektorba. Méréskor igy valdjiban a
konzol meghajlasaval aranyos fesziiltségjelet mériink,
melyb6l a Hooke-torvény segitségével megkaphatjuk
a sejt és a konzol kozott fellépd erdt, amely tipikusan a
pN-nN erétartomanyban talalhaté [4-6].

Alapvet6en mind a hagyoményos AFM, mind a
FluidFM kivaléan alkalmas sejt-sejt vagy sejt-feliilet
kolcsonhatasok tanulmanyozdsara. Fontos kiilonbség,
hogy AFM-et hasznalva a sejteket kémiailag, irreverzibi-
lisen rogzitik a konzolhoz, ami id6igényes folyamat (ko-
riilbeliil 20-30 perc). Ezzel szemben fluidikai erémik-
roszképot alkalmazva a sejt konzolvéghez rogzitése csak
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azonnal beszivddik a sejt teteje az alkalmazott
negativ nyomas kovetkeztében. Mindezek utan
akonzollassu (1 um/s) felemelése soran, a kita-
padt sejt és feliilet kozott ébredd erd kovetkez-
tében a konzol meghajlik. Mivel a kisérleteket
€16 mintakon végezziik, fontos az id6 tényez6-
je — a FluidFM esetén sokkal t6bb sejtet lehet
egy adott id6 alatt vizsgalni, mint a hagyoma-
nyos AFM-et alkalmazva. Egy masik el6nye a
FluidFM-nek, hogy tdlnyomast alkalmazva a
megfogott sejtet konnyen el tudjuk tavolitani a
konzolrdl, és igy azt akar mds vizsgalatoknak,
pl. génszekvenalasnak is ala lehet vetni. Meg-
jegyezziilk, hogy a FluidFM-et leszamitva még
kevés olyan technika létezik, mellyel teljesen
kitapadt sejtek adhézids erejét tudnank mérni
ugy, hogy a sejt felszakitisa nagy eréfelbon-
tas mellett pontosan végigkovethets. Ugyan-
akkor a FluidFM-nek nagy hatranya, hogy a
fluidikai csatornat membrandarabkak, egyéb
sejtalkoték vagy nagyobb molekuldk eltomit-
hetik. Szerencsére ezt a problémat mosassal és
szennyezésgatld bevonatokkal csokkenteni le-

3. dbra. A FluidFM felépitése: A kép a) részén lathaté az inverz optikai mikroszkép-
ra raépitett mintatarto, és a fej, amely a vezérlést végzi, mig a kép b) részén lathatd
az adapter, aminek az aljan talalhaté a rugdlapka. A c), d) dbréak az adapter aljanak
nagyitott képét tartalmazzik. Az e) kép az adhéziomérések soran hasznalt rugélapka

elektronmikroszkdpos felvétele [7, 8]

néhany masodpercet vesz igénybe: a nyilas végén a sejtet
a kialakitott vakuum reverzibilisen rogziti. Ennek kovet-
keztében a FluidFM alkalmas nagyszamu sejt vizsgala-
tarais.

A FluidFM alkalmazasi modjai

Egyedi sejtek és mikrogyongyok feliileti
adhéziomérése

A sejtadhézi6é azon folyamat, amely soran a sejtek egy-
massal vagy a kornyezetiikkel kolcsonhatnak, igy le-
het6vé téve a kitapadasukat. Mivel a szoveti sejtek 6-8
oranal hosszabb id6t letapadas nélkiil nem élnek tul,
ezen folyamat a sejtek 1ét-

het, vagy akar teljesen el is tudjuk keriilni [6].
Tipikus kisérleteinkben célszeri egy olyan
adhézios feliiletet létrehozni, mely tartalmazza
az RGD (arginin- glicin- aszparaginsav) tri-
peptidszakaszt, melyet felismernek a kot6-
szovetek sejtjeinek adhézids receptorai, az integrinek. A
sejtek szabalyozott és reprodukalhaté médon le tudnak
tapadni ezen feliiletre [4, 14]. A stabil konzol-sejtfelszin
kontaktus kialakuldsa utdn a sejtet lassan felhizza a kon-
zol, igy elvalasztva azt a feliilett6l. Ekdzben a miszer a
konzol felszinén taldlhat6é aranyboritasrol visszaver6dé
lézerfény segitségével detektdlja annak meghajlasat, igy
mérve azt a fesziiltséget, amelybdl kés6bb megkaphatjuk
a felhtizasi folyamat soran végzett munkat az 5. dbrdin
lathato er6-tavolsag gorbe alapjan. A mérés soran tudjuk
valtoztatni azt a sebességet, amellyel a konzol felemel-
kedik, amely Osszefiigg a sejt és a feliilet szétvalasanak
sebességével. Ezenkiviil valtoztathaté még a konzolra
kapcsolhaté nyomas nagysdga és az idGtartam is, amig a

fenntartasahoz elengedhe-
tetlen, vizsgalata és meg-
értése pl. Gjabb rakterapids
moédszerek kifejlesztéséhez
vezethet. Szerepe emellett
jelentds az immunologiai
kutatdsokban, agykutatas-
ban, illetve az implantatu-
mok fejlesztésében is.
Azadhéziomérés soran a
sejt konzollal torténé meg-

kozelitése utdn a konzol

4. dbra. Az adhéziomérés menete. Bal oldalt a mikroszkoppal rogzitett kép lathato a sejtekrdl és a konzolrol.

végén talalhaté mikromé-
teres lyukba Ilényegében
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A jobb oldali fantaziarajzon a konzol megkozeliti a sejtet, majd annak beszivja egy kis darabjat, és szép lassan
felhtizza a sejtet, levalasztva azt a kitapadasi feliiletr6l [8]
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konzol a sejttel kapcsolatot létesit. Igy meghatirozhato,
hogy a megfogas el6tt (a szivéerd alkalmazasa eldtt) a
konzol a sejthez milyen erével nyomddik. A legnagyobb
mérhetd erd értéke meghatarozhaté a kovetkezd képlet
segitségével:

FmaXZT['T'Z'p, (1)

ahol r az aperttira sugara, és p a mérés soran alkalmazott
nyomaskiilonbség (a beallitott és a légkori nyomas kozot-
ti kiillonbség) értéke, amely a szivoerdt okozza. A konzol
meghajlasat a konzol rugdallandéjanak Sader-moédszer-
rel torténé meghatarozasaval és az inverz optikai érzé-
kenység felhasznalasaval kalibraljuk er6értékekre [4].

Az €16 sejtekkel végzett adhézidmérések soran (4.
dbra) nagyon fontos a megfelel6 beallitasok hasznalata,
mivel a sejtek nagyon érzékenyek a kornyezet valtoza-
saira, és nem megfelel6 paraméterek esetén akar szét is
szakadhatnak. Ekkor a sejt-felillet kapcsolatnak nincs
ideje szétvalni, és a sejtmembran fog szétszakadni ott,
ahol a sejt az aperturaval érintkezik.

Sejtfelszedés kdzben meg tudjuk hatarozni a sejt fe-
liletrdl torténd elvalasztasahoz sziikséges erd tavolsag-
figgését. A levalasi erd (F,,,) a maximalis er6érték, amit
a sejt feliilettd] torténd elvalasztasa soran mérni tudunk.
A legegyszeriibben ugy tudjuk ezt modellezni, hogy fel-
tessziik, a sejtek adhézidjaért felelés receptorok elosz-
lasa egyenletes a sejt aljan talalhaté kontaktzénaban. A
receptor-RGD kotések erdssége és a felhuzasi folyamat
soran végzett munka értéke Osszefiligg, igy ezen erér-
ték alkalmas a sejtek adhézidjanak jellemzésére [4, 9].
Kiemelendd, hogy a mddszer segitségével nagy ateresz-
t6képességi, kozvetett eréméré modszerek erdkalib-
ralasat is elvégeztiik (szamitégépvezérelt mikropipetta,
egyedi sejtes optikai bioszenzor) [4, 6].

S. dbra. A mérés soran rogzitett er6-tavolsag gorbe. F,,,, az adhézios er6,
W a felhtizési folyamat soran végzett munka, amit integralassal kapunk,
D,,,x pedig az adhézids tavolsag, ami az F,,, érték rogzitésekor uralkodo
feliilet-konzol tavolsag

FluidFM-injektalas és mintavétel egyedi él6 sejtbdl

A FluidFM segitségével nemcsak fel tudunk szedni fe-
lilletre letapadt sejteket, hanem képesek vagyunk a sejt-

membrant atlyukasztva megfelel6 erékontroll mellett,
preciz nyomas- és idSkontrollt alkalmazva kiilonb6z6
anyagokat a sejtbe juttatni, injektalni a 6. dbrdn lathato
mébdon. A mérések soran, az adhéziémérésekhez hason-
l6éan a konzol eldszor megkozeliti a sejtet, majd atszdrva
a sejtmembrant pozitiv nyomast kapcsolunk a mikro-
fluidikai csatornara egy adott idSintervallumon keresz-
tlil - ezzel a sejtbe juttatva az el6zetesen a konzolba pi-
pettazott anyagot. Az adhézidmérésekkel ellentétben,
ahol a konzol nem rendelkezik heggyel, ezen mérések
soran az apertira egy piramis alakd hegyben végz4dik,
amelynek az oldaldn 600 nm atmérdjli nyilas talalhato.
Ezen injektalasi eljaras segitségével képesek vagyunk
arra, hogy pl. GFP-t (green fluorescent proteint, azaz
z6lden fluoreszkalo fehérjét) juttassunk a sejtekbe. Ezen-
kiviil lehetdség van még kiilonb6z6 anyagokat kozvetle-
niil a citoplazméba vagy a sejtmagba injektalni, példaul
mRNS-t és plazmidokat, illetve akir CRISPR komplexe-
ket is, a kiilonb6z6 gyogyszerek sejten beliili tesztelésé-
r6l mar nem is beszélve. A FluidFM-mel végzett injekta-
16s méréseknél a sejtek ttlélési aranya magas (jellemz6en
80% feletti), igy lehet8ségiink van az injektalt anyagok
okozta valtozasokat populicidszinten is kdvetni [6, 7].

6. dbra. A feliiletre tapadt €16 sejtek és az egyedisejtes injektalas folya-
mata (fantéziarajz) [7]

A i segitségével kis térfogatokat is eltavolithatunk a
citoplazmabdl, illetve a sejtmagbdl, igy szelektiv médon
végezve a mintavételezést. Tanulmanyok azt mutattak,
hogy a sejtek akar 4 pl-nyi sejtplazma eltavolitasa utan is
regeneralédnak és életben maradnak. Erre alapozva Ju-
lia Vorholt (ETH) és Bart Deplancke (EPFL) csoportja
kidolgoztak a Live-seq technikat, amelynek segitségével
egyedi sejtek transzkriptomjait (a benniik megtalalhato
RNS-molekulak Osszességét) szekvenaltdk FluidFM-es
citoplazma-mintavétel (extrakcid) segitségével. Fontos
megjegyezni, hogy a mintavételt a sejtek tulélték, igy
lehet6ség nyilt az él6 sejtek mRNS-allomanyanak va-
16s ideji kovetésére, merSben 1j irdnyokat megnyitva a
vonatkoz¢ sejtbiologiai kutatdsokban. Ez a példa is mutatja
azt, hogy a FluidFM moédszerrel nyert sejtkivonatok to-
vabb vizsgalhatok egyéb, példaul biokémiai vagy tomeg-
spektroszkopiai eljarasokkal [1, 10, 11].

Mikro- és nanostruktirak nyomtatasa
FluidFM-mel

A FluidFM-et nemcsak adhézidémérésre és injektalasra,
hanem két- és haromdimenziés nyomtatasra is hasznal-
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hatjuk mikro- és nanopipetta tipusu konzolok segitsé-
gével. Az utébbi pontosabb nyomtatist tesz lehetévé,
mivel kisebb atmérdji a rajta talalhat6 apertura, de mind
a kétféle konzol képes kiilonb6z6 mintazatok 1étrehoza-
sara valtozatos feliileteken. A miiszer segitségével kis tér-
fogatokat tudunk juttatni szaz nanométeres pontossaggal
az alkalmazandé feliiletre. Nagy viszkozitast anyagok is
alkalmazhatéak, de a legédltalanosabb eljarasok soran
nanorészecskéket vagy RGD tripeptidszakaszt szoktak
nyomtatni, és a vizsgalando sejtek ezen sikbeli formak -
vonalak, pontok — mentén tapadnak le, ahogy a 7. dbrdn
is lathatd [7, 8].

7. dbra. Az RGD tripeptidszakasz korong és vonal mintizatokként
nyomtatva egy egyébként sejttaszito felilletre. A feliileti mintdra az é16
rakos sejtek szelektiven letapadnak [15]

Osszefoglalas

Megallapithato, hogy a FluidFM technika Gj utakat nyi-
tott meg az egyedi sejtszintl mérések és manipulacidk
terén, kiilonosen a biofizikai alkalmazdsokban. A méd-
szer elényei kozé tartozik a nagy pontossagu er6mérés,
az €16 sejtekbe torténd preciz injektalas, valamint a sejt-
felszini adhéziés er6k hatékony vizsgalata. Kiilonosen
értékes és eléremutatd fejlesztés a technika robotizalt
valtozata, melynek a segitségével gyorsabb, pontosabb
és szélesebb kori sejtszintli elemzések végezhetok. Az
eljarasban rejl6 tovabbi lehetéségek, példaul a génszek-
vendlas, Uj irdnyokat nyithatnak az orvosbioldgiai kutata-
sokban és a személyre szabott gyogyaszatban.
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SEJTMERETU SZERSZAMOK: BIOFIZIKAI KUTATASOK
POLIMER MIKROESZKOZOKKEL

Sejtek tanulméanyozasa mikroeszkozokkel

A mikrovilagban zajlé folyamatokat, jelenségeket kez-
detben makroszkopikus eszkozokkel tanulméanyoztak.
Az ebbe a mérettartomanyba esd késziilékek elsdésorban
megfigyelni képesek, legismertebb képviseldjik a mik-
roszkop. Léteznek olyan, altaldban mikroszkophoz kap-
csolodo berendezések is, amelyek nemcsak a megfigyelést
teszik lehetévé, hanem precizidsan kdleson is tudnak hatni
megfigyelésiik mikroméretii targyaval. Ilyenek az egyet-
len sejten lokalisan iondramokat mérni képes mikropipet-
tak (patch-clamp), amelyek esetében feliilrél nyitott min-
tatérre van sziikség ahhoz, hogy hozza lehessen férni a
sejtekhez. Az atomerd-mikroszkdpot (AFM) is hasonléan
kell alkalmazni, és vele tobbek kozott a sejtek rugalmas-
sagat vagy a sejtfelszini molekulakra jellemz6 adhézids
eréket lehet mérni [1]. Az AFM-mel azonban mar egy
mérettartomannyal lejjebb bioldgiai makromolekulak (fe-
hérje, DNS) jellemzése, feltekeredésiik vagy mas fehér-
jékhez vald kapcsolddasuk erdsségének tanulmanyozasa
is lehetséges [2]. A makroszkopikus eszkdzok hasznalata-
nak azonban korlatai is vannak, és igy felmeriilt az igény a
mikrométeres mérettartomanyba es6 Osszetett szerkeze-
tek 1étrehozéasara. Mar a kétezres évek elején megkezddd-
tek az ilyen irdnyu kutatdsok: Edwin Jager és munkatarsai
egyedi sejteket mozgatni képes mikrorobotokat fejlesztet-
tek vezetd polimer felhasznalasaval [3]. A fesziiltség ala
helyezett polimer és fém kettds rétegekbdl allo, 670 pm
hossztl eszk6z kontrollalt moédon képes volt megragadni
és athelyezni egy 100 pm-es tesztgolyodcskat. Ez azonban
még mindig nyitott mintateret és kiils6 vezetékes taplalast
kivant. Mivel vannak olyan esetek, ahol a minta vagy a
mérési koriilmények ezt nem teszik lehetéve, sziikséges
volt kifejleszteni kiilsé fizikai kontaktus nélkiil manipu-
lalhat6 6nallé mikroeszkozoket.

Az ilyen tipust mikroeszkozoket szamos szempont
szerint lehet csoportositani, példaul a felhasznalt anya-
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gok szerint [4], az alapjan, hogy helyhez kotottek vagy
mozgathatok-e [5], de aszerint is, hogy merevek-e vagy
alakvaltoztatok [6]. Mikrofluidikai rendszerbe integralt,
fix helyzetl és merev eszkozokre példak a méretszelek-
tiv szlir6k [7] vagy a sejtek mozgdsanak tanulmanyoza-
sahoz készitett gatrendszerek [5]. Ha olyan mozgathaté
mikroeszkozt készitiink, amit magneses térrel akarunk
meghajtani, akkor a felhasznalt anyagot ennek megfele-
16en kell kivalasztani: a ferromagneses mikroeszkozoket
valtozé magneses térbe helyezve példaul alakjuk megval-
tozdsa [8] révén lehet mozgatni. A HUN-REN Szegedi
Bioldégiai Kutatékozpont Biofotonikai és Biomikroflui-
dikai Kutatocsoportjaban az elmult két évtizedben poli-
mer anyagu mikroeszkozok széles skalajat fejlesztettiik,
melyek kozott talalhatok helyhez kotottek és mozgatha-
tok, bevonat nélkiiliek és funkcionalis feliletbevonassal
késziiltek, valamint merevek és alakvaltoztatok is. A
szerkezeteket elsdsorban fizikai és biologiai jelenségek
vizsgalatahoz alkalmaztuk.

Mikroeszkozok eloallitasa

Mikroszkopikus eszkozok el6éllitisahoz szdmos tech-
nolégia hasznalhatd, amelyek kozott a valasztast a
szerkezet anyaga (fém, polimer, biolégiai anyag), mérete
(szub-mikrométert6l a milliméterig), és Osszetettsége
(2D, 3D) hatarozza meg. Alkalmazhaték a mikroelekt-
ronikai gyartasbol ismert maszklitografids eljarasok,
amelyek egy 1épésben 2D mintazatot hoznak létre, igy
ha Osszetettebb szerkezetet szeretnénk késziteni, tobb
lépésre van sziikség. Elterjedtek a direkt irdson alapuld
modszerek is, melyek soran az anyagnak valamilyen f6-
kuszalt nyalabbal (elektromagneses sugarzas, elektron,
ionizalt anyag) vald kolcsonhatasa alakitja ki a szerkeze-
tet. Ezekkel akar egyetlen 1épésben is kialakithatok 3D
szerkezetek. Laboratériumunkban egy additiv direkt
irasos eljarast, a kétfotonos polimerizaciét (two-photon
polymerization, TPP, la. dbra) haszndljuk 3D mikro-
szerkezetek el6allitasara [9].

A TPP soran egy ultrarévid impulzust, kozeli infra-
voros hullamhosszt (kb. 800 nm) lézer nyalabjat foku-
szaljuk bele egy olyan, fényre polimerizal6d6 anyagba,
melynek linedris abszorpcidja az UV-tartomanyban van.
Az ultrarévid impulzusoknak kdszonhetGen azonban, a
kétfoton-mikroszképhoz hasonldan, a polimer iniciatora a
fényt a fokuszban kétfotonos abszorpciéval el tudja nyelni,
és igy ott megindulhat a polimerizaci6. Ekkor, ha a fékuszt
a polimerben hiarom dimenziéban pasztazzuk, egyetlen

KELEMEN LORAND: SEJTMERETU SZERSZAMOK: BIOFIZIKAI KUTATASOK POLIMER MIKROESZKOZOKKEL 157


mailto:kelemen.lorand@brc.hu

1. dbra. Mikroeszko6zok készitése és mozgatasa. A TPP sematikus abrazolasa (a), ennek folyamata a mikroszképban 1ézeres pasztazas kozben (b), és
egy elkésziilt mikroszerkezet elektronmikroszkopos képe (c). A szerkezetek mozgatasihoz hasznalt holografikus csipeszrendszer optikai elrendezése
(d) és egy rugalmas szallal készitett deformalhaté mikroszerkezet optikai csipesszel szétnyitott allapotban (e). A piros keresztek az optikai csipesz
fokuszainak helyét jelolik. Az (e) panelen lathatd szerkezet szétnyitasahoz sziikséges optikai er a nyilasszog fiiggvényében (f), kiillonboz6 teljesit-

ménnyel polimerizalt rugalmas szalak esetében

.....

(1b. dbra). A mbdszerrel 100 nm koriili részletekkel alakit-
hatok ki akar szaz mikrométeres struktarak is (Ic. dbra).
Ezzel a médszerrel tobbféle polimertipusbdl - epoxy,
akril vagy szerves és szervetlen kompozitalaptibdl - le-
het szerkezeteket késziteni. Megfelel6 fényérzékeny
iniciator segitségével akar fehérjékbdl is allithatok el
szerkezetek. Zselatinbdl olyan eszkdzt készitettek, mely
segiti a gyogyszerhatéanyag megfelel6 helyre juttatdsat
a szervezetben, majd késébb lebomlik [10]. Az elkésziilt
szerkezetek alkalmazhatésagat valamilyen funkciona-
lis réteggel, pl. fehérjékkel vagy fém nanorészecskékkel
torténd bevonassal jelentésen ki lehet terjeszteni. Az
utobbi évek fejlesztése révén kutatécsoportunknak si-
keriilt olyan merev és deformalhat6 szerkezeteket poli-
merizalni, amelyekkel egyedi sejteket tudunk precizen
megragadni és mozgatni. Ebben kulcsszerepet jatszik az
eszk6z0k mozgatasat is lehet6vé tévé optikai csipesz.

Mikroeszk6zok mozgatasa

A polimer mikroeszkdzok széles csaladjat alkotjak azok,
amelyeket miikodésiikh6z mozgatni kell. Vannak koz-
tlik olyanok, melyeknek csak az alakja valtoztathato, és
vannak olyanok, melyek az alkalmazas helyén el is moz-
dulnak. Az el6bbire példa a kordbban emlitett elektrd-
dokon keresztil kiviilrél vezérelt mikrorobot [3]. A nem
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helyhez kotott eszkdzok mozgatdsa ennél annyival ne-
hezebb feladat, hogy nem lehet 6ket kiils6 ,huzalozas”
segitségével meghajtani. Ezekben az esetekben szoba
keriilhet magneses tér hasznalata, a dielektroforetikus,
vagy az optotermikus jelenségek kihasznalasa, akar ezek
kombinacidja: Jin Qianru és munkatarsai a szerkezet he-
lyét magneses tér segitségével, alakjit pedig a hémérsék-
let kontrollalasaval valtoztattak [11].

A mikroeszkozoket fény segitségével is hatékonyan
lehet mozgatni. Bar erre a fény-anyag kolcsonhatas tobb-
féle modjat is felhasznaltak, a legtobb mddszer a fény
torése vagy visszaver6dése miatt bekdvetkezd impul-
zusvaltozason alapszik [12, 13]. Ezek kozott is kiemelke-
dé6 az optikai vagy lézercsipesz, amely az elmult hirom
évtizedben a biofizikai kutatisok egyik legfontosabb
eszkozévé valt. Az optikai csipesz miikodésének lénye-
ge, hogy a térben a fény segitségével két vagy harom di-
menzidban rogziteni lehet olyan, néhany mikrométeres
targyak pozicidjat, melyek a csipeszt alkot6 l1ézer hulldm-
hosszan nem nyelnek el, torésmutatéjuk pedig nagyobb,
mint az 6ket koriilvevd kozegé. A jelenség magyarazata-
nak kiterjedt irodalma van [14, 15], és roviden gy lehet
osszefoglalni, hogy a csapdazott testen megtord fénynek
megvaltozik az impulzusa, és ez az impulzusvaltozas
Newton III. térvénye miatt egy, a testre kifejtett er6hatast
eredményez. Bar az optikai csipesznek szamos megvald-
sitasi modja lehetséges, a legelterjedtebb egyetlen, nagy
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numerikus aperturdju mikroszképobjektivvel fékuszalt
lézernyalabot alkalmaz [16, 17]. Ebben az esetben a fo-
kuszban csapdazott testre az onnan barmilyen irdnyban
torténd kitérités esetén a kitéréssel aranyos visszatéritd
erd hat. Az optikai csipesz azért igen alkalmas biofizikai
mérésekre, mert vele a sejtek, molekuldk esetében je-
lent6s pikonewtonos vagy akar az alatti erdk, valamint
nanométeres elmozduldsok is mérhetdk és el6idézhetSk.
A TPP-vel készitett mikroeszkdzok és az optikai
csipesz kombinaldsa igéretes U vizsgalati mdodszereket
adott a kutatok kezébe [18-20]. Az Osszetett mikroesz-
kozok mozgatasat a holografikus optikai csipesz (holo-
graphic optical tweezers, HOT, Id. dbra) tette lehet6vé,
mellyel a csapdazé fékuszok megtobbszorozhetk (Id.
dbra, kis kép), és ezek a fokuszpontok barmely dimenzio
mentén, egymastdl akar fiiggetleniil is, elmozdithatdk. A
HOT kulcs eleme egy térbeli faizismodulatornak nevezett
eszkoz (spatial light modulator, SLM), ami a csapdazé
lézer eredeti nyalabjanak sikhullam fazisfrontjat tetsz6-
legesen tudja modulalni: optikai ricsnak megfelel6 fazis-
tolds-mintazattal a nyaldbokat meg tudja tobbszordzni
és el tudja tériteni, lencsének megfelelével pedig a di-
vergencigjat tudja mddositani. Ennek a két hatasnak ko-
szonhetGen lehet a mintatérben a csapdizo6 fokuszokat
lateralisan (a raccsal) és axialisan (a lencsével) mozgatni.
A fokuszok néhany nanométeres pontossagi mozgatasat
pedig a csapdazott test koveti, igy lehet6vé valik annak
hat szabadsagi fokd mozgatasa (transzlacié és forgatas).

Egyedi sejtek jellemzése 1ézercsipesszel
mozgatott mikroeszkozokkel

Egyedi sejtek vizsgalatahoz a polimerizalt és optikai csi-
pesszel mozgatott mikroeszk6zok elsGsorban méretiik
miatt, masodsorban pedig tetszés szerinti kialakitasuk
miatt alkalmasak. Készithet6 olyan mikroeszkoz, amely
az egyedi sejteket csak letapogatja [21], és olyan is, amely
az egyedi sejteket mozgatni képes, példaul ugy, hogy azo-
kat megragadja [19]. Kutatécsoportunk ebben a témaban
ért el kimagaslo eredményeket egy olyan mddszer kidol-
gozasaval, mely az egyedi, nem letapadé sejtek komplex
mikroeszkozokkel valé indirekt optikai manipuldcidjat
teszi lehet6vé [20, 22]. A sejtek mikroeszkozokkel valo
mozgatasiahoz sokszor azokat egymadshoz kell tapasztani,
ami biokémiai médszerekkel pl. streptavidin-biotin kap-
csolodas segitségével lehetséges [22]. Vannak olyan esetek,
amikor elkeriilhetd a sejtek kezelése: sejtfelszini glikopro-
teinekben gazdag eml6ssejtek manipulacidjakor elegendd
csak a szerkezeteket bevonni konkanavalin A fehérjével,
amely a sejtek felszinén talalhat6 cukrokhoz kotédik. Mi-
utan a sejt szorosan hozzatapadt a mikroszerkezethez,
nagy pontossaggal koveti annak mozgasat. A sejt direkt
csapdazasaval szemben ennek az indirekt mdodszernek két
{6 elénye van. Egyrészt ekkor nem a sejtet vilagitja meg a
nagy intenzitasu csapdazoé lézer, masrészt a nagyobb to-
résmutatéju mikroeszkdz csapdazasan keresztiil (ng =
1,38, Megus, = 1,55-1,6) stabilabban lehet a sejtet tartani.

A mikroeszkozok egyik lehetséges alkalmazasi te-
riilete az egyedi sejtek 3D mikroszkopos leképezésének
javitasa. Ezt egy mar létez6 leképezési mddszer tovabb-
fejlesztésén alapuld, indirekt optikai manipulicidval
megvaldsitott, hat szabadsagi fokud sejtmozgatassal sike-
riilt elérniink a kdzelmdltban [20]. Az optikai mikrosz-
képok felbontasa az optikai tengely irdnyaban 3-5-szor
rosszabb, mint a lateralis irinyban. Emiatt egy fluoresz-
cens 3D felvétel esetében a leképezett objektumok (pl.
sejtalkotok) képei az optikai tengely irdnydban meg-
nyulnak (2b. dbra). Az izotrop felbontas eléréséhez tobb
modszert dolgoztak ki az elmult évtizedekben, egyik
ilyen a tobbnézetli mikroszkdpia. Ennek soran a leképe-
zendd targyrol tobb iranybdl készitenek 3D felvételeket,
melyeket aztin szamitogép segitségével egyesitenek. A
folyamat egyik kritikus lépése a tobb iranyu felvételek
elkészitéséhez sziikséges pontos mintaforgatds a mik-
roszkép objektive el6tt. Ez egyedi sejt esetében nem
konnyt, mivel vagy a teljes mintat kell forgatni, vagy egy
statikus mintaban az egyes sejtet. Mi ez ut6bbit valdsitot-
tuk meg a vizsgalando sejtnek egy specialis alakd mik-
roeszk6zhoz vald tapasztasaval, illetve optikai csipesszel
torténd forgatasaval és transzlacidjaval. Modszeriinknek
a tobbnézetl mikroszkopias eljarasok kozott az ad kii-
16n6s jelentGséget, hogy ezzel egy zart, statikus minta-
ban tudtunk egy tetsz6leges sejtrdl tetszéleges iranybol
képsorozatot késziteni tigy, hogy a sejtet nagy pontossag-
gal mozgattuk el6re meghatarozott poziciékba.

A sejtforgatashoz hasznalt polimerizalt mikroeszkoz
egy, a sejt sugardhoz hasonl6 gorbiileti sugart homoru
feliiletbdl allt, ahova a sejt kitapadt, illetve harom gomb-
bél, amelyeken keresztiil az optikai csipesz meg tudta azt
fogni. A szerkezetet konkanavalin A fehérjével vontuk be,
amihez a hozzanyomott sejt kb. 10 s alatt hozzatapadt. A
mikroeszkoz-sejt parost a csipesszel kb. 100-150 nm-es
fluktudcioval lehetett egy helyben tartani, ami kisebb,
mint a mikroszkép felbontoképessége, igy csak csekély
mértékben torzitja a leképezést. Tovabba lehetséges
volt térben tetszblegesen eltolni, illetve barmely irany-
ba elforgatni a sejtet (2a. dbra). A leképezés javitasinak
ellen6rzéséhez a sejteket a mikroszkop lateralis felbont6-
képességénél kisebb, 100 nm-es fluoreszcens gombok-
kel jeloltiik meg, és a cél az volt, hogy ezek képe minél
inkabb gombszeri legyen.

A mérés soran csak a szerkezet-sejt parost mozgattuk
a csipesszel. A mintdban a mozdulatlan objektiv egyetlen
sikot képezett le élesen, aminek a mélységélessége 1 pm
koriil volt. A fluoreszcensen jelolt sejtet ezen a sikon at
mozgattuk a csipesszel 250 nm-es 1épésekben, és minden
1épés utan egy felvételt készitettiink rola. Miutan a teljes
sejt atvonult a leképezés sikjan, visszamozgattuk a kiin-
dulés helyére, majd a csipesszel egy adott szdggel elfor-
gattuk egy, az optikai tengelyre meréleges tengely kortl.
Ezutin megismételtiik az egész folyamatot. Osszesen 9
orientacidban készitettiink felvételeket a sejtrél a 0—180
fok tartomanyban. Az igy elkésziilt 3D felvételeken el6-
szor dekonvoltcioval eltavolitottuk a fokuszon kiviili
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2. dbra. Mikroszerkezetek alkalmazasai egyedi sejtek vizsgalatdban. Mikroszerkezethez konkanavalin A fehérjével hozzatapasztott, K562 tipusu sejt
optikai csipesszel két killonb6z6 irdnyban tartva tobbnézetli mikroszk6pids megfigyeléshez (a). A piros keresztek az optikai csipesz fokuszainak
helyét jelolik. Egy optikai csipesszel tartott, fluoreszcens nanogémbokkel jeldlt sejt fluoreszcens mikroszkdpos képeinek montézsa (b). A nagy kép
bal oldala mutatja a nanogdmboknek az eredeti felvételeken lathaté megnyilt alakjit, mig a jobb oldala az egyesitett felvételeket a megnyulds meg-
szlintetésével. A kis képeken a szaggatott vonallal bekeretezett teriileten 1év6 nanogdmbak felnagyitott képei lathatok. A (b) panel kis képei a szines
nyilakkal jel6lt irinyban a nanogombo6n megfigyelt fluoreszcenciaintenzitdsok dsszehasonlitisit mutatjék az eredeti és az egyesitett felvételeken (c).
J6l lathaté az optikaitengely-irdnyd megnyutlds csokkenése (narancssirga gorbék). Egy K562 sejt befogisa rugalmas mikroeszkozzel (d). A sejt-sejt
kolcsonhatis megvaldsitdsiahoz hasznélt elrendezés vazlatos képe (e) és az egyik, ehhez hasznélt mikroeszkoz elektronmikroszkdpos képe (f). A sejt-

sejt kolesonhatas optikai mikroszkopos képe (g)

fluoreszcens jelet, majd egy matematikai algoritmussal
az egyes felvételeket forgatdssal pontosan azonos irdnyba
orientdltuk az egymdésnak megfeleld fluoreszcens gom-
bok képeinek fedésbe hozasaval. Az utolso6 1épés az egyes
orientacidokban felvett és egymashoz forgatott felvételek
egyesitése volt, ami egy Fourier-transzformacion alapuld
eljarassal tortént. A folyamat végén egyetlen 3D felvételt
kaptunk, amiben a fluoreszcens gdmbdk képeinek erede-
ti, optikaitengely-irdnyu megnyuldsa gyakorlatilag eltiint
(2b., 2c. abra). A fluoreszcens gdmbdkkel kidolgozott el-
jarast olyan sejtre is elvégeztiik, melyben egy adott tipusa
sejtorganellumok, a mitokondriumok voltak fluoreszcen-
sen megjelolve. Ebben az esetben szintén el tudtuk tiin-
tetni a mitokondriumok képeinek optikaitengely-iranyt
megnyulasat.

Kutatasaink legijabb eredményeit a polimer mikro-
szerkezeteknek egy 1j, innovativ csaladja reprezentalja.
Ezek optikai csipesszel deformédlhaté mikroszerkezetek,
melyek kiilonosen jol hasznalhatok egyedi sejtek indirekt
optikai manipulaciéjahoz [23]. Legnagyobb el6nyik,
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hogy hasznalatukhoz a feliiletkezelések teljesen elhagy-
haték, mivel a sejteket a mikroeszkozok rugalmassaga
segitségével, a makroszkopikus laborcsipeszhez hason-
l6an lehet a szerkezetekhez rogziteni. Mivel nem tapad-
nak a szerkezetekhez, a sejteket barmikor el lehet en-
gedni. A mikroeszkozok deformalhatésaganak kulcsai
a néhdny szaz nanométeres keresztmetszetiire polime-
rizalt nanoszalak (Ie. dbra). A polimerizaciés paraméte-
rek (1ézerteljesitmény és pasztazasi sebesség) viszonylag
széles tartomanydban lehet a nanoszalak rugalmassdgat
hangolni (If. dbra), hogy elég szilardak legyenek a szer-
kezet egyben tartasahoz, de elegend6en lagyak, hogy az
optikai csipesziink altal kifejthet6 kb. 70 pN erével még
deformalhatoék legyenek.

A rugalmassag helyes beallitasa utan tobb kisérlettel is
megmutattuk a deformalhaté szerkezetek sokoldalu alkal-
mazhatdsagat. A legegyszeriibb alkalmazasban egy sejt-
szuszpenzidban egyedi, kivalasztott sejteket fogtunk meg
a mikroeszkozdkkel, majd egy kiilon erre a célra készitett
tartalyba 0sszegyujtottiik 6ket. Ez a rugalmas szerkezet a
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kivalasztott sejtet két félgombbel kozrefogja anélkiil, hogy
azt megnyomna, az optikai csipesszel mozgatva elszallit-
ja, majd a célteriileten kinyitva elengedi. A szerkezettel
300 pm/s sebességgel lehet haladni vizes kdzegben, és par
perc alatt kb. egy tucat sejt gytlijthetd 6ssze. A masodik
alkalmazas a sejtek mikroszkopos leképezésében segit.
Ezt azzal éri el az eszkdz, hogy az elézdével ellentétben
szorosan megragadja a sejtet (2d. dbra), és minimalis, kb.
120 nm félérték-szélességli fluktuacidval tartja egy hely-
ben; ezenkiviil tetszdleges iranyba el is tudja azt forgatni.
Ezzel az eszkozzel sikeresen demonstraltuk a kordbban
bemutatott tobbnézetli mikroszkdpias képalkotas felbon-
tasjavito hatasat.

A harmadik eszkozt sejt-sejt kolcsonhatisok meg-
valositisihoz fejlesztettiikk ki. A moddszerrel térben
és idében jol kontrollalt mdédon lehet a kdlcsonhatast
el6idézni. Az eljaras sordn a sejtek mindenkori tavolsa-
ga, illetve a kolcsonhatas kezdete is pontosan definialt
- szemben azzal az esettel, amikor a kétféle sejtet egy
oldatban egyszeriien 0sszekeverik és a mar kialakult sejt-
kapcsolodasokat vizsgaljak. A moédszerhez egy eszkoz-
par sziikkséges (2e., 2f. dbra), aminek az egyik tagjaval a
kivalasztott sejtet rogzitjiik a mintatér aljahoz, a masik-
kal pedig meg tudunk ragadni egy masik sejtet, és azt
az optikai csipesszel mozgatva a rogzitett sejthez tudjuk
érinteni. A sejtekkel lateralis (2g. dbra) és axialis iranybdl
is meg lehet egymast kozeliteni, eltérd tipusu eszkozpart
hasznalva. A kétiranyt megkozelités lehet6séget ad arra,
hogy a sejtek kozotti kolesonhatast kiilonb6z6 iranyok-
bol is megfigyelhessiik. A lateralis megkdzelitéssel a ko-
z0s feliiletiik sikjanak irdnyabdl lathatunk morfoldégiai
valtozasokat (pl. sejtek kozotti fonalak létrejottét), mig
az axialis megkozelitéssel a kozos felszin normalisanak
iranyabol a kolcsonhatasban fontos szerepet jatszo sejt-
felszini fehérjék felduisulasa lesz megfigyelhet6. Mindkét
esetre igaz, hogy pontosan ismerjiik a sejtek érintkezésé-
nek idejét, és igy a megfigyelt folyamatok pontos id6beli
lefutdasa megismerhetd. A lateralis megkdzelités tovabbi
elénye, hogy amennyiben a sejtek egymashoz tapadnak,
de azokat az optikai csipesszel szét lehet vilasztani, az
ehhez sziikséges er6t meg lehet mérni, ami szintén fontos
jellemzdje lehet a kdlcsonhatasnak.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a feladatspecifiku-
san tervezett, optikai csipesszel mozgathat6 polimer
mikroeszk6zok olyan, az egyedi sejtek biofizikai vizsga-
latahoz hasznalhat6 Gj médszereket vezethetnek be, me-
lyek segitségével korabban nehezen vagy egyaltalan nem
kivitelezhetd méréseket lehet megvalositani.
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MINFLUX MIKROSZKOPIA: A SZUPERFELBONTASU
MIKROSZKOPIA (NANOSZKOPIA) FIZIKAT HATARANAK

FESZEGETESE

A mikroszképia torténetében a legnagyobb kihivas
mindig is a fény diffrakcidja miatti, kb. 200 nm-es (sik-
beli) feloldasi hatir (Abbe-féle hatar) feliilmulasa volt. A
21. szazad elején megjelent technikak, mint a stimulalt
emisszioval torténd kioltas (STED) [1], az egymolekularis
lokalizaciés mikroszképia (SMLM, pl. PALM/STORM)
[2, 3], valamint a strukturdlt megvilagitast alkalmazé
modszerek (SIM, SSIM) [4, 5] forradalmasitottak a mik-
roszkopiat, 1étrehozva a szuperfelbontdst mikroszkopia,
vagy masnéven a nanoszkopia teriiletét.

Ezen mikroszképidk alkalmazasaval a fundamentalis
hatar sikeresen meghaladhatd, és modszertdl fliggen
20-80 nm feloldési hatar érhet6 el. Azonban ezen feliil a
feloldas tovabbi javitdsa mar Gjabb korlatokba iitkézik. A
STED esetében a kioltasi hatékonysag és a fluoreszcens
jelolékben, valamint a mintakban a nagy fényterhelés
miatt fellép6 fotokarositas a legfontosabb tényezdék. Az
SMLM-ben pedig a lokalizaciés pontossig noveléséhez a
fotonok szamanak novelése és a zaj csokkentése egyiitte-
sen sziikséges, ami a képalkotasi sebesség rovasira megy.
A MINFLUX (Minimal Photon Flux) [6] ezen korlitok
attorésére sziiletett meg, egyesitve az el6z6 technikak
elényeit — a hatranyaik nélkiil!

A hagyomanyos, j6 felbontasu fénymikroszképok-
nal az alap, hogy megvilagitjuk (gerjesztjik) a min-
tat, és a visszaérkez6 fluoreszcens fényt detektaljuk. A
MINFLUX a fluoroférok gerjesztésénél azonban alap-
vet6en eltér a megszokott sémaktol. Mig a hagyomanyos
konfokaélis vagy STED mikroszkoépia a molekula ,bekap-
csolasara”, az SMLM pedig a lehetd legtobb foton gytj-
tésére torekszik a pontos lokalizacié érdekében, addig a
MINFLUX célja a fluoreszcens fotonok szamanak aktiv
csokkentésére fokuszal a lokalizaciés folyamat soran.
A STED mikroszk6piab6l mar ismerds lehet a finknak
becézett specialis intenzitaseloszlas (1. dbra). Ez egy

Torok Gyorgy (1984) a Semmelweis Egyetem Biofi-
zikai és Sugdrbioldgiai Intézet adjunktusa. Szakte-
riilete a molekuldris sejtbioldgia és a mikroszkopia.
Munkdja sordn szdmos 0j technika fejlesztésében és
tokéletesitésében vett részt. Jelenlegi kutatisaiban a
legkorszertibb fénymikroszképos technikdk alkal-
mazdsaval sejt- és szoveti szinten vizsgilja az izmok
miikodését, f6ként az izomfehérjékre, , valamint az
endoplazmatikus retikulum és a mitokondrium ko-
zottikapcsolatokra fokuszalva.
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olyan formalt fénynyalab, amelynek kozéppontjaban az
intenzitds nulla, mig attél radidlisan tavolodva merede-
ken, de ismert matematikai fiiggvény szerint (kozelit6-
leg Gauss-gorbe szerint) novekszik az intenzitis. Mig
a STED mikroszkdpia esetén a fink a fluoreszcencia
stimulalt emisszion alapulé kioltasira szolgal, addig a
MINFLUX esetében egy szellemes csavarral a gerjesz-
tésre hasznaljak.

|ézerteljesitmény

1. dbra. A fank alakjanak és a kozepén 1év6 nullintenzitasi régié méretének
alakuldsa a lézerteljesitmény fiiggvényében. A z6ld jel6lés a nullintenzi-
tast régi6é konnyebb érzékelésére szolgal. A STED mikroszképia ese-
tében a piros teriileteken kioltjuk a fluoreszcenciat és a zold teriilet az
effektiv fluoreszcens teriiletnek felel meg, ahonnan a fotonokat gydijtjiik.
A MINFLUX esetében éppen az ellenkezdre toreksziink, és a fluoresz-
cens jel6lénket pontosan a nullintenzitasu régioban szeretnénk tudni

A MINFLUX mikroszkopia alapvetéen a pasztizd
konfokalis mikroszképian alapul, ezért lehet6ség van
hagyomanyos konfokalis képalkotasra is, amely bizto-
sitja a mintaban a jelolések helyzetének el6zetes megis-
merését (diffrakciolimitalt médon). A mar ,megismert”
mintaban a MINFLUX képalkotds soran a kordbban em-
litett fank alakt nyalabbal a pdsztazas egy iterativ, zart
hurkd lokalizacids algoritmus hasznalataval zajlik, amely
a detektalt fotonok szamat hasznalja fel kozvetlen tavol-
saginformacidként. A folyamat 1épései (2. dbra) egyetlen
molekulara nézve a kovetkezdk:

1. Kezdeti poziciondlds: A fank kézéppontjat egy el6re
meghatarozott, ismert (x,, ;) koordinatara helyez-

Kellermayer Miklds (1964) a Semmelweis Egyetem
egyetemi tandra és a Biofizikai és Sugarbioldgiai
Intézet igazgatdja. Szakteriilete a molekuldris biofi-
zika és nanobiotechnoldgia. Vildgszinten is utt6ré
munkat végzett az egyedi molekulamanipuldcié
tertiletén: az els6k kozott vizsgalta 1ézercsipesszel
a titin fehérje rugalmassigit. Kutatisai meghata-
rozéak a szivizom mikodésének megértésében.
Munkéssgit 2022-ben a Magyar Erdemrend tiszti-
keresztje kitiintetéssel ismerték el.
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zitk a molekula feltételezett kdzelében, majd detek-
taljuk a fotonokat (N;) egy rovid id6ablakban.

2. ,Keresés™ A fank kozéppontjat elmozditjuk tobb (al-
talaban hiarom) el6ére meghatarozott, szintén ismert
poziciéba egy L atmérdjli korben (pl. (xy, 1) (%3, ¥2),
(%3, ¥5)), és mindegyiknél detektaljuk a fotonok sza-
mat (N}, N,, N3).

3. Poziciomeghatdrozds: A mért (N;) fotonszamok és az
ismert fank-intenzitasprofil (I(x, y)) alapjan - amely
kozvetlenill ardnyos a gerjesztési valoszinlséggel —
kiszamitjuk a molekula legval6szinlibb pozicidjat. A
molekula valédi helyzete az a pont, ahol a mért fo-
tonfluxusok a legjobban illeszkednek az I(x, y) profil
el6rejelzett értékeire.

4. Kozelités és lokalizdcio: A fank k6zéppontjat ezutan a
szamitott pozicidba mozgatjuk. Itt, a nullintenzitasa
pont kozelében vagy felette a fluoreszcencia mini-
malis. Ezt a koordinatat rogzitjiikk a molekula végs6
pozicidjaként. A folyamat gyorsan konvergal, mivel
minden iteracios 1épés pontosabban sziikiti a keresési
teriiletet, tehat az L atmér6 folyamatosan csokken,
mignem eléri a minimumot.

A fank intenzitasprofilja
egy atlé mentén

Kiindulaskor a fank nulla
intenzitasu részének
pozicidja (x o, ¥o)

A fluoreszcens
jelol6 helyzete a
kiindulaskor

>

L

2. dbra. A MINFLUX médszer alapjainak sematikus abrazolasa. A kiin-
dulési pontban a narancs szin csillag a fluorofér helyzetét mutatja. A be-
16le indulé szaggatott vonal a fankhoz tartozé intenzitdsprofilon mutatja
be, hogy koriilbeliill milyen a jelolére jutd gerjesztési fény intenzitdsa,
amelytdl a detektalt fotonok (N;) mennyisége fiigg. A fekete szaggatott
vonal a ,keresés”-hez tartoz6 L atmér6jii kort jel6li, amelyen a szamo-
zott szines korok az elére meghatirozott poziciokat mutatjak ((x;, ;)
(x5, J’z); (x5, y3))

A nanoszkopok teljesitményét a feloldoképesség ja-
vulasa irja le a legjobban. A MINFLUX 4éltal kombinalt
két megkozelités koziil a STED mikroszképia esetében
a feloldoképesség (Ad) a kovetkezd képlettel irhato le:

A

Ad=——2—
INAI+ /I,

ahol a A a gerjeszt6 fény hullimhossza, az NA a nume-
rikus apertira, az I a fink alakd kiolt6 lézer intenzitasa,
mig az I, a telitési intenzitds egy adott fluoroférra. A
képletbdl elméletileg végteleniil kicsi felbontas kovet-

kezne, azonban mind a kiolt6lézerre, mind a fluorof6rra
jellemz6 intenzitasértékek fizikai korlatokba iitkdznek,
ezért ez csak egy elméleti megallapitas. A lokalizacion
alapul6 technikaknal nem a klasszikus értelemben vett
fenti modositott Abbe-féle képlet az irdnyadd, hanem
a lokalizacios pontossag (o) és a detektalt fotonok sza-
ma (N) kozotti Osszefiliggés irja le a legjobban a teljesit-
ményt. A hagyomdnyos SMLM-nél ez a kapcsolat ko-
zelit6leg:

ahol PSF a detektilt fluoreszcens folt pontkiterjedési
fiiggvényének félértékszélessége (FWHM), altalaban
~200-250 nm, N pedig a detektdlt fotonok szdma. A
képletbdl kovetkezik, hogy a tizezer foton gytjtésével
elérhetd lokalizaciés pontossag kb. 2-2,5 nm. A korlatot
itt a gytjtott fotonok szama, a detektor pixelszama, vala-
mint pixelmérete is befolyasolja, ezért a gyakorlatban ezt
elég nehéz elérni.

A MINFLUX esetében a lokalizaciés pontossagot
nem a PSF hatdrozza meg, hanem a geometriai meg-
kozelités miatt a sokkal kisebb fank nullintenzitasa ré-
gidja. A lokalizaciés pontossag Osszefliggését a kovet-
kez6 képlet irja le:

L
o=—,
JN

ahol az L a keresési tartomany atméréje, N pedig a gytj-
tott fotonok szama. Az egyenletbdl kovetkezik, hogy a
keresési teriilet sz{ikitése dnmagaban néveli a pontos-
sagot. Mivel a kozelités soran L folyamatosan csokken,
drasztikusan kevesebb foton ardn érhet6 el a hagyoma-
nyos SMLM technikaknal is jobb lokalizaciés precizi-
tds (~1-3 nm). Fizikai korlatot itt mar nem jelent sem a
fény hullamhossza, sem egyéb optikai, vagy detekcids
paraméterek, hanem a rendszer és a minta mechanikai
stabilitdsa, valamint a 1ézernyalab pozicionaldsanak pon-
tossaga jeloli ki a hatarokat. A technoldgia jelenlegi fej-
lettsége lehet6vé teszi, hogy akar 1 nm alatti felbontast
is elérjiink, ami mar atomi szint{ felbontast jelent. Ezzel
a technologia gyakorlatilag hidat képez a fénymikrosz-
koépia és az elektronmikroszkopia kozott, megérizve a
fénymikroszkdpia elényét: az é16 mintak vizsgilatinak
lehet&ségét. Az é16 mintak vizsgalata terén a technika-
ban rejlé masik nagy el6ny, a sebesség jelenti a kulcsot.
Ugyanis a lokalizaciéhoz hasznalt fankot nem csak pre-
cizen lehet mozgatni, hanem elképeszté sebességgel is.
Ebbdl kifolyolag alkalmas a mozgasok gyors kovetésére
is, természetesen mas vezérld algoritmus hasznalataval,
igy alkalmassa téve a rendszert példaul egyedi kinezin-
molekulak 1épkedésének kovetésére is [7].

A MINFLUX szamos el6nyds tulajdonsaggal rendel-
kezik, amelyek a mérések soran hasznosulnak. A fotonok
koziil gyakorlatilag mindegyik részt vesz a lokalizacié ja-
vitasaban. Nemcsak sikban (2D), de térben (3D) is lehet
képalkotdsra hasznilni, mikézben a lokalizacids preci-
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zitdsa nem romlik, és a leképezés a tér minden iranya-

ban azonos felbontést (izotrop). Az idéfelbontas kivalo,

kevesebb fotont kell gydjteni, igy révid idé (milli- vagy
akdr mikroszekundumok) alatt nanométeres pontossa-
gl nyomkéovetést tesz lehet6vé. A fototoxicitas alacsony,
mert jelent6sen kevesebb a gerjesztés soran hasznalt
fotonok szama, illetve a megvilagitdsi id6 is rovid, ami
csokkenti a fotokdrositast, és a szabad gyokok keletkezé-
sét, lehet6vé téve hosszabb ideig tarté megfigyeléseket
él6 sejtekben.

A MINFLUX képességei tobb fronton forradalmasit-
jak a nanoskalaju megfigyeléseket:

1. Sejtstrukturdk. A sejtvaz fehérjéi — mint az aktin vagy
a mikrotubulusok - olyan részletességgel lathatok,
hogy az egyes protofilamentumok szerkezete és egy-
mashoz viszonyitott elhelyezkedése egyértelmiien
megkiilonboztethetd.

2. Egymolekuldaris nyomkovetés és dinamika. A MIN-
FLUX lehet6vé teszi a fehérjék, lipidek és nuklein-
savak diffdzidjanak és kolcsonhatasainak vizsgalatat
a sejtmembranban vagy a sejtplazmaban. Képes nyo-
mon kovetni a motorfehérjék, pl. a mar emlitett kine-
zin 1épéseit nanométeres pontossaggal.

3. Konformdcids vdltozdsok megfigyelése. Egy fehérje
kiilénb6z6 részeinek eltérd szini fluoreszcens festék-
kel torténdé megjelolése és azok kovetése MINFLUX
képalkotassal, alkalmas a domének kozotti tavolsag-
valtozast kimutatni, akar angstromszint{ pontossag-
gal, valés id6ben, igy kozvetlen betekintést nydjtva a
fehérje miikodésébe.

A sejtstruktirak vizsgalataval a mi kutatécsoportunk
is foglalkozik, és volt alkalmunk kiprébalni a MINFLUX
mikroszkopia képességeit sajat mintdinkon is. Egyik ér-
dekes témateriiletiink, amelyben az endoplazmatikus

Konfokalis

2D MINFLUX

retikulum (ER) és a mitokondrium (mito) kapcsolatat
és tavolsagat vizsgaljuk, kiilonosen alkalmas a rendszer
korlatainak felmérésére. Mivel a vizsgalt sejtalkotok na-
gyon kozel (20-40 nm) helyezkednek el egymashoz, ha-
gyomanyos fénymikroszképos médszerekkel nem lehet
vizsgalni a kapcsolatukat, mert egy nagysagrenddel ko-
zelebb vannak a feloldoképességnél. A korabban mar em-
litett szuperfelbontdsi mikroszképok feloldoképessége
sem elég jo ilyen kozeli struktirak vizsgalatahoz, ezért
csak az elektronmikroszkdpos kisérletek eredményeire
alapozhatjuk a tudasunkat. Az elektronmikroszképok
hasznalata viszont kizarja az él6 mintak vizsgalatat, va-
lamint szamos egyéb probléma is felmeriil, kiilonosen,
ha hirom dimenzidéban szeretnénk latni a kapcsolddasi
pontokat két struktira kozott. A sajat mintdinkban pont
az utébbi vizsgalatat szerettiik volna megvaldsitani. A 3.
dbrdn lathatd, hogy ezt a célt sikertiilt is elérniink.

A mintdinkban a mitokondriumokat a Tom20 fehér-
jén keresztiil, mig az endoplazmatikus retikulomot a PDI
fehérjén keresztiil jeloltiik és vizsgaltuk. A konfokalis
mikroszkopos felvételt a MINFLUX-szal 6sszehasonlit-
va szembet{ing, hogy a feloldoképesség dramaian jobb
a MINFLUX esetében. Mig a konfokalis képen lathatd,
hogy a strukturak jellédtek, és ugyan elkiiloniilnek, de
gyakran at is fednek egymassal, addig a MINFLUX-os
képen a jelolt helyek is egyértelmiien kivehet6k. Ezek
pontosan a fluoroférok helyét jelolik ki, és lehetséget
adnak azok tavolsaganak pontos megmérésére. A 4. db-
rdan lathat6, hogy a jelolt mitokondrium belsd, iireges
szerkezete is feltarhat6 volt 3D MINFLUX-szal vizsgal-
va. Mindemellett az egyedi jelolt helyek tovabbra is jol
kivehet6ek.

Azonban semmilyen moédszer nem tokéletes, és
egyik sem elégithet ki egyszerre minden igényt, igy a
hétranyok és limitaciok emlitése itt sem maradhat el.

3. dbra. Az endoplazmatikus retikulum (ER) és a mitokondrium elhelyezkedésének vizsgilata a PDI és Tom20 fehérjéken keresztiil. Az abrdn az ER
z6lddel, mig a mitokondrium lila szinnel szerepel. A bal oldalon a hagyomanyos, diffrakciélimitalt konfokalis mikroszképpal késziilt kép lathato.
A szaggatott vonallal kdrbehatarolt teriiletr6l késziilt a jobb oldalon lathaté MINFLUX felvétel. A mérce 200 nm-t jelol, ami megfelel az Abbé-féle

feloldasi hatarnak
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4. dbra. A Tom?20 fehérjén keresztiil jelolt mitokondrium 3D MINFLUX
mikroszkopos felvétele. Az dbran a z tengely menti mélység van szin-
koddal jelolve. A fehér téglalapban szembdl (a f6 dbran lentrdl nézve)
nyerhetiink betekintést a struktiriba

Bar a MINFLUX jelenleg a felbontés és a lokalizacios
pontossag csucsat jelenti, f6ként a mikodési elvbdl és
atechnikai bonyolultsagabol fakadéan vannak hatranyai.

Mig egyetlen molekula kévetése extrém gyors, egy
teljes sejt vagy szovetdarab feltérképezése altalaban las-
su, mert a rendszernek sorban, egymas utan kell azono-
sitania a jel6lt molekuldkat. A MINFLUX elve az inten-
zitdisminimum keresésére épiil, ezért a mintiban 1évé
»hattérzajra”, példaul az autofluoreszcenciira nagyon
érzékeny. Egy masik nagy hatrany a jeloléseknél jelent-
kezik, és mar a fluoroférok kivilasztisa sem mindegy,
f6leg a tobbszind jeloléseknél. Egyrészt a fluoreszcens
jeloloknél elvaras a pislogas jelensége, a képalkotas so-
ran (nem a kovetésnél) a molekuldkat egyenként kell
bekapcsolni (hasonléan a STORM-hoz). Ennek a ké-
miai kornyezetét beallitani eleve nehézkes lehet. A je-
1616k ki-be kapcsolasara van sziikség, ezért a megfeleld
lokalizacios precizitas elérése dltalaban hosszt id6t vesz
igénybe. A mechanikai stabilitas szintén kulcsfontos-
sagu. Ha 1 nanométeres pontossaggal akarunk mérni,
akkor az elcsiszas (drift) jelensége még nagyobb ellen-
ség lesz, mint a tobbi mddszernél. Barmilyen nem vart
mozgas vagy rezgés azonnal tonkreteszi a mérést, ezért
aktiv stabilizal6é rendszerekre és nagyon szigoru kor-
nyezeti kontrollra van sziikség. Ha figyelembe vessziik
a lokalizaci6 pontossagat, akkor nem hagyhatjuk figyel-
men kiviil a jelolések méretébdl fakadd pontatlansigot
sem. Egy hagyomanyosnak tekinthet$ elsédleges és a
hozza kapcsol6dé jelolt masodlagos ellenanyagon ala-
puld jelolés mérete tobbszordsen meghaladja a rendszer
feloldoképességét, ami megnehezitheti az eredmények
értelmezését. Ezért torekedni kell a jelolések méretének

csokkentésére, pl. nanobody-k vagy DNA-PAINT tech-
nikak alkalmazdsaval, hogy csak az egyszer{ibbeket em-
litsiik. Ha a fentebb emlitett korlatokon atjutunk is, még
akkor is marad egy nagyon jelentés probléma, ugyanis
a MINFLUX rendkiviil érzékeny a jelolés stirtiségére.
Ha tul sok jel6lé van nagyon kicsi térrészben, pl. egy
molekuldrisan zsufolt sejtalkotéban, vagy egyszeriien
til magas egy jelolt molekulank koncentracidja a vizs-
galt térrészben, akkor nem fogjuk tudni megfeleléen egy
molekuldra sziikiteni a keresést, mert az L atmér6ji ke-
resési teriileten mindig ,belebotlunk” masik molekulaba
is. Ennek lekiizdése szintén a jel5l6k és a jelolés optima-
lizalasaval lehetséges, de korantsem egyszerti, és szintén
nagyon id6igényes lehet.

Osszegzés

Mindent figyelembe véve azonban kijelenthetd, hogy a
MINFLUX mikroszképia nem csupan egy Uj eszkoz a
szuperfelbontdsos eszkoztirban, hanem bizonyos érte-
lemben paradigmavaltas is. Ujrairja a térbeli lokalizacié
metodusat azdltal, hogy a gerjesztési fény geometrigjat
hasznalja kozvetlen analitikai mér6miszerként. A ko-
rabbi technikakkal szemben lehet6vé teszi egy molekula
vagy egy molekuldn belil a pozicidk angstromszintd
meghatarozasat, akar mikroszekundumos idéskalan. A
technika jelenlegi allasa nemcsak lekiizdi a diffrakcids
korlatot, hanem feltehetSleg ténylegesen megkozeliti a
fluoreszcenciaalapi mikroszkdpia végsé fizikai hatarat,
mindazonadltal 4j dimenzidkat nyit meg a molekularis
vilag megismerése és megértése elott.

Koszonetnyilvanitas

Ko6szonjitk a MINFLUX képalkotasban Isabelle jJansen
(Abberior Instruments, Gottingen), valamint a mintak
el6készitésében Farkas Erika és Morotz Gdbor (Semmel-
weis Egyetem, Farmakoldgiai és Farmakoterapias Inté-
zet) segitségét.
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ULTRAGYORS SPEKTROSZKOPIA A BIOLOGIABAN

A Kkilencvenes évek technikai fejlédését kovetGen,
amelynek sordn a Szip&cs Robert és Krausz Ferenc altal
felfedezett és sikerrel alkalmazott csorpolt titkroknek
koszonhetSen sikeriilt elérni mar a 10 femtoszekundu-
mos impulzushosszt is [1-5], felvet6dott, hogy miként
lehetne a femtoszekundumos lézereket bioldgiai prob-
lémak megvalaszolasara hasznalni. Ez id6ben terjedtek
el az Ggynevezett fluoreszcencia-upkonverziés rendsze-
rek, amelyek a fluoreszcencia-élettartammérésre voltak
alkalmasak, raadasul megépitésiikk viszonylag olcsé és
gyors volt, mivel csak egy lézeroszcillatorra és két nem-
linearis kristalyra volt sziikség, na, meg a detektorra. A
femtoszekundumos - sok esetben ultragyorsnak is neve-
zett — spektroszkopia bioldgiai alkalmazasanak elsé tt-
tor6i Fumio Tanaka és csoportja voltak, akik a kilencve-
nes évek végén megmérték a riboflavinkotd fehérje (RBP)
és a gliikkdz-oxidaz fluoreszcencia-élettartamat [6]. Az al-
taluk hasznalt upkonverzios rendszerrel olyan rovid fluo-
reszcencia-élettartamokat tudtak meghatarozni, mint az
RBP esetében megfigyelt 98 fs-os és 410 fs-os komponen-
sek. Ennek a nagyon révid relaxaciénak az oka az, hogy a
kék foton (400-450 nm) abszorpcidjat kovetéen az akar
tobb nanoszekundumos fluoreszcenciara képes flavin a
kornyezetében levé triptofan vagy tirozin aminosavaktol
elvon egy elektront, aminek kovetkeztében a fluoreszen-
cia megsziinik, vagyis a fluoreszcencia-élettartam nagyon
rovid lesz. Noboru Mataga és Fumio Tanaka néhany évvel
késébb szintet 1éptek [7], az altaluk épitett upkonverzids
rendszer felbontasa elérte a 120 femtoszekundumot, en-

Lukdcs Andrds biofizikus, egyetemi tandr, a Pécsi
Tudoményegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar
Biofizikai Intézetének igazgatdja. Posztdoktorként
dolgozott a franciaorszigi Ecole Polytechnique,
valamint az Egyesiilt Kirdlysigban a University of
East Anglia egyetemen, ahol t6bb spektroszkdpiai
- tranziens abszorpcids, valamint Kerr-kapuzott
fluoreszcenciaspektroszkopiai — rendszert épitett.
Kutatési teriilete a kékfény-fotoreceptorok miiko-
désének vizsgilata ultragyors lézerspektroszkopiai
modszerekkel.

Pirisi Katalin a PTE AOK Biofizikai Intézetében
egy Ti:Salézerre épiil6 tranziens abszorpcios kisér-
letsorozatokon dolgozott, amelynek soran fotoaktiv
fehérjék ultragyors folyamatait vizsgélta. Jelenleg az
ELI-ALPS kutatéintézet kozépinfravoros csoport-
janak munkajiban vesz részt, amely nemzetkozi
kisérletek népszeri témaja. A felhaszndlék kutatd-
saiban legnépszer(ibbnek szdmité magasharmoni-
kus-keltésen tidl, att6l markansan eltérd kisérletek is
helyet kapnak, mint példdul LIPSS (laser induced
periodic surface structure) mérések.
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nek segitségével pedig sikeriilt meghatdrozni a flavodoxin
fluoreszcencia-élettartamat, amely 158 fs volt. A japan cso-
port altal hasznalt technoldgia egészen 40-50 femtosze-
kundumos idéfelbontast is lehetévé tesz, ami jol hasznal-
haté volt a molekularis motorok tanulmanyozasakor [8-11].

Tranziens fluoreszcenciaspektroszkdpia

Az upkonverziés elrendezés mérési elve rendkiviil egy-
szerli - mikozben a mérés persze nem az — egy nemline-
aris kristaly (tipikusan BBO) segitségével az alapnyalab
masodharmonikusat hozzuk létre (az alabbi abrian ez
kékkel van abrazolva) és ez a nyalab gerjeszti a mintan-
kat. Egy késlelteté egységgel a 830 nm-es alapnyalabot
egy kovetkezd nemlinearis kristalyba vezetjiik, ahol
»0sszekeverjik” a fokuszalt fluoreszcens nyalabbal. A
késleltetGegység mozgatasaval hatarozzuk meg, hogy a
lézerimpulzus a fluoreszcencidhoz képest mikor érkezik
a nemlinedris kristalyra, vagyis a fluoreszcens lecsengés
melyik része szamara nyitja ki az ajtot.

1. dbra. Fluoreszcencia-upkonverzids berendezés (Forrds: [18])

Kilidn Baldzsné dr. Raics Katalin (1984) fizika-kornye-
zettan és biologia szakos kozépiskolai tanar. 2014 6ta a
pécsi Ciszterci Rend Nagy Lajos Gimnaziumanak fizi-
katandra, emellett a PTE AOK Biofizikai Intézetében
kutat. Kutatdsi témdja funkcionalis fehérjedinamikai
vizsgalatok fluoreszcencia- és ultragyors lézerspekt-
roszkopiai médszerekkel. A Nagy Lajos Gimndzium
alatt terjeszkedd Gn. Lézerpince Gtletgazddja, amelyet
didkjaival és kollégdival épit és gondoz mint ,sajt cso-
daik palotdjat”, zommel optikai kisérleteket bemutatva.
Az interaktiv installicickban gazdag pince alkotéi az
elmult évtized gimnazistdi, latogatoi az orszdg minden
részérdl érkezd didkesoportok és tandrok.
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A flavoproteinekben lejatsz6dd elektrontranszfer-
folyamatok vizsgalataba ,beszallt” a Nobel-dijas Ahmed
Zewail és posztdokja, Donping Zhong, akik szintén a
riboflavink6té fehérje és a glitkoz-oxidaz fotofizikdjat
tanulmanyoztak, de ezuttal mar tranziens abszorpcids
spektroszkopiaval is [12]. A fehérjeszerkezet ismeretében
azt a javaslatot tették, hogy gliikéz oxidazban az elséd-
leges elektrondonor egy a flavin-adenin-dinukleotidhoz
(FAD-hoz) kozeli triptofan, ennek koszonhet6 a tranzi-
ens abszorpcid gyors lecsengése.

Ebben az id6szakban, vagyis a kétezres évek elején
alakult ki az ultragyors spektroszkopia modszertana
és standard eszkozparkja. A kutatocsoportok tobbsé-
ge titan-zafir 1ézeroszcillatorokat, valamint erdsitéket
hasznalt, kdszonhetben a titan-zafir kristdly kedvez6
hévezetd tulajdonsigainak. A kereskedelmileg megva-
sarolhatd rendszerek 50-100 femtoszekundumos impul-
zushossz generalasara voltak képesek és altaldban 1 kHz-
es ismétlési frekvencidval miikodtek. Tekintettel arra,
hogy egy BBO kristdly segitségével konnyedén el6 le-
hetett 4llitani a titdn-zafir l1ézer masodik harmonikusat,
a legtobb tranziens abszorpcids rendszer 400 nm koriili
pumpaimpulzussal miikodott, a préobaimpulzust pedig
az alkalmazashoz illGen zafirban, kalcium-fluorid kris-
talyban vagy akdr vizben hoztak létre. Giulio Cerullo és
Takayoshi Kobayashi munkajanak készonhet6en viszont
hamar megjelentek az optikai paremetrikus erdsit6k
(OPA), valamint a nemkollinedris optikai parametrikus
er6sit6k (NOPA), amelyek segitségével mar mas hullam-
hossztisagi pumpaimpulzusokat is el lehetett érni, nem
csak a masodik harmonikust. Sajait méréseinkhez t6bb
NOPA-t épitettiink és hasznaltunk, ezekkel sikertilt elér-
nia mintegy 50-100 fs-os impulzushosszt, valamint 530-
600 nm-es impulzusokat tudtunk generalni. A megvalé-
sitas elegansan egyszer(: a titin-zafir nyalabot két agba
osztottuk, a nagyobb energidji nyalabot egy BBO kris-
talyon vezetettiik at, 1étrehozva a masodharmonikust. A
kisebb energidju nyaldbot egy zafirlemezen vezettiik it,
amelyben fehérfény-kontinuumot hoztunk létre, majd a
mésodharmonikus nyalabot és a fehérfény-kontinuumot
egyesitettiilk egy Gjabb BBO kristalyban. A megfelel6
sz0g alatt megvaldsult az erdsités (2. dbra).

2. dbra. Az altalunk épitett NOPA miikodés kozben

A Dongping Zhong és Ahmed Zewail éltal felvetett
problémakort néhany éve a sajat, egyben Uj mddsze-
riinkkel gjra attekintettiik és azonositottuk az els6dleges
elektrondonort, egy a FAD-hoz kozeli tirozint [13].

A gliitkéz-oxidaz fotofizikajanak tanulmanyozasahoz
a sajat fejlesztésli miszeriinket alkalmaztuk, a Kerr-ka-
puzott tranziens fluoreszcenciaspektroszkdpiai rend-
szert [14].

A Kerr-kapuzott fluoreszcenciaspektroszkopia az op-
tikai Kerr-effektusra épiil, amelyet roviden ugy lehetne
Osszefoglalni, hogy nagy intenzitdsd lézerimpulzus ha-
tasara az adott anyag elforgatja a polarizalt fény polari-
zacios sikjat. Ez a hatds az adott anyagtdl fiigg; nagyon
erds Kerr-effektus figyelheté meg példaul CS,-ben, vagy
benzolban, de ennél jéval gyengébb az elforgatis mérté-
ke példaul iivegben.

A berendezés miikodésének elve lathaté a 3. dbrdn.
A 1ézerer6sit6bél kijove 1ézernyalabot 50-50% aranyban
osztjuk meg. Az egyik rész atmegy egy BBO kristalyon,
amelyben megvaldsul a frekvenciakétszerezés. Ez szol-
gal majd az S kiivettaban talalhaté minta gerjesztéséhez.
A keletkezd fluoreszcencia két Cassegrain-objektiven
keresztiil athaladva jut a K-val jelolt Kerr-ablakhoz, ami
lehet benzol, CS, vagy Suprasil {iveg. A Cassegrain-ob-
jektiv azért volt hasznos ebben az elrendezésben, mert
hatékonyan gydjti be a fluoreszcens fényt, amelyet par-
huzamosit, a kovetkezd a Cassegrain-objektivvel pedig
hatékonyan tudtuk fékuszalni a fluoreszcens nyalabot
a Kerr-kapura. Mivel a P, és P, polarizatorok kereszt-
allasban vannak, a fluoreszcencia csak akkor halad 4t a
P,-es polarizatoron, ha létrejon a Kerr-effektus, azaz ha
a Kerr-kapu az intenziv lézernyalab hatasara kinyilik. A
lézerimpulzus okozta Kerr-hatis kovetkeztében az at-
haladé6 fény elliptikusan polarizaltta valik, igy egy része
athalad a P,-es polarizatoron, ezt a fényt gydjtjiik be az
0;-as Cassegrain-objektivvel. A mérés sordn a késlelte-
t6egység mozgatasaval szabalyozzuk, azt, hogy a Kerr-
kapu mikor ,nyisson ki” a gerjeszt6 impulzushoz képest.

3. dbra. Az altalunk épitett Kerr-kapuzott fluoreszcenciaspektroszkopiai
rendszer

Fotoaktiv flavoproteinek

Az ultragyors spektroszkopia kezdeti attoré kisérletei
nagyon izgalmasak és fontosak voltak technikai szem-
pontb6l - hiszen ezek soran lettek kifejlesztve az
ultragyors tranziens abszorpcids és tranziens fluoresz-
cenciaspektroszkopiai rendszerek - valamint az elekt-
rontranszfer-folyamatok leirasa szempontjabol. A glitkoz-
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oxidaz, a flavodoxin- vagy a riboflavinkot6 fehérje olyan
flavoproteinek, amelyek esetében azonban a fénynek
nincs koze a fehérje funkcidjahoz. A flavoproteinek nagy
csalddjaban - ez kozel 150-200 fehérjét jelent - viszont
szamos olyan fehérje van, amely fotoaktiv, és amelyek
funkcidjaban a fény kulcsszerepet jatszik. Ezek esetében
a funkcié szempontjabdl relevans informaci6, hogy a
gerjesztés utan milyen fotokémiai folyamat zajlodik le a
fehérjében. A fotoaktiv flavoproteinek osztalyaba tartoz-
nak a fotolidzok és kriptokrémok, amelyek a DNS javita-
saban vesznek részt, vagy a cirkadian ritmus szabalyoza-
sdban, vagy akdr a madarak magneses tajékozdédasaban.
Szintén a fotoaktiv flavoproteinek csaladjaba tartoznak
a BLUF (blue light sensing using FAD) doménfehérjék,
amelyek a fotoszintetikus baktériumokban téltenek be
szabalyoz6 szerepet, vagy részt vesznek az ATP cAMP-
vé valé konvertaldsaban. Mindkét emlitett fehérjecsa-
ladban a fehérjék funkcidjaban kulcsszerepet jatszik a
fotoindukalt elektrontranszfer. Ennek sordn a gerjesztett
FAD egy elektront von el egy kozeli triptofantél vagy
tirozintdl, és ez vezet majd a fehérje funkcidjahoz. Ez az
els6dleges elektrontranszfer-1épés a gerjesztést kovetden
nagyon rovid id6 alatt valésul meg, sokszor akar néhany
szaz femtoszekundum alatt.

Fotoliazok

A fotoliaz esetében két fotoindukalt elektrontranszfer-
folyamat ismert, amelyek esetében kulcsszerepet jatszik
a fehérje altal kotott FAD. Aziz Sancar munkéssaganak
kdszonhetden tudjuk — aki a fotolidz DNS-javitd mecha-
nizmusanak leirasaért 2015-ben kémiai Nobel-dijat ka-
pott —hogy a DNS-javitashoz a FAD-nak teljesen redukalt
FADH™ redoxallapotban kell lennie. Ebben az esetben,
a kékfény-foton abszorpcidjat kdvetden a FAD-rdl egy
elektron ugrik a DNS-ben taldlhatd pirimidin dimerre,
aminek kovetkeztében az felhasad [15, 16]. A fotoliazban
egy masik fotoindukalt elektrontranszfer-folyamat is meg-
valdsul, ha a FAD félig redukalt allapotban van. Ebben az
esetben egy lathatd foton abszorpcidja vezet a flavin re-

4. dbra. A fotoaktivicié folyamata a fotolidzban
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dukalédasdhoz: a gerjesztést kdvetden a FAD egy elekt-
ront von el egy kdzeli triptofantol, ez pedig egy elektron-
transzfer-kaszkadot indit el, amelynek kovetkeztében az
oldathoz kozeli W306-os triptofan a f6 elektrondonor. A
folyamat iddbeliségét polarizacids tranziens abszorpcios
mérések segitségével hataroztuk meg [17].

Fotoaktivdlhat adenildt-ciklazok

Az adenilat-ciklazok (AC-k) az enzimek fontos osztalyat
alkotjak, amelyek az adenozin-trifoszfat (ATP) ciklikus
adenozin-monofoszfittd (cAMP) és szervetlen pirofosz-
fatta (PPi) val6 dtalakitdsiaban jatszanak meghatarozé
szerepet. A fotoaktivalt adenilat-ciklazok (PAC) az adeni-
lat-ciklaz enzimek egy olyan alcsoportjat képviselik, ahol
az ATP G-protein segitsége nélkiil alakul 4t cAMP-vé.

A kék fény altal aktivalt adenilat-ciklazok miikodése
altalaban egy BLUF vagy ritkabban egy LOV (light-oxygen-
voltage-sensing, fényt, oxigént és fesziiltséget érzékeld)
domén segitségével valosul meg. Az els6 ismert PAC az
Euglena gracilis nevii csillos ostoros egysejttib6l lett izo-
lalva, és ennek megfeleléen EuPAC-nak lett elnevezve.
Az EuPAC egy 400 kDa (kilodalton) méretl heterotet-
ramer, amely két-két a és [ egységet tartalmaz, amelyek
egyenként két BLUF és két AC domént tartalmaznak. Az
EuPAC felfedezését kovetden kisebb méretii bakterialis
PAC-okat is talaltak, amelyek esetében az AC aktivitast
szintén BLUF domén szabalyozza. Az egyik legismer-
tebb ilyen enzim a bPAC, amely a szulfidoxidal6 bakté-
riumban (Beggiatoa sp.) taldlhaté meg. A bPAC-nek a kis
mérete mellett kedvez6 tulajdonsaga, hogy sotétben ala-
csony aktivitdst mutat, kékfény-abszorpciojat kovetSen
viszont aktivitdsa mintegy 300-szoros novekedést mutat
kék fény abszorpciét kovetSen.

Tekintettel arra, hogy a cAMP szamos jelatviteli fo-
lyamatban jatszik szerepet, a cAMP-termelés fényvezé-
relt szabalyozasa a PAC enzimeket nagyon vonzé opto-
genetikai eszkozzé teszi. Példaul az EuPAC az Aplysia
nevi tengeri haslabi neuronjaiban kifejez6dve lehet6vé
tette a neuronstimuldci6 optikai kontrolljat. A bPAC-ot
a kozelmultban transzgenikus egerekben alkalmaztdk
motilitasukat vesztett spermiumok flagellaris mozgasa-
nak helyreallitasara.

A kozelmultban egy Gjabb igéretes fotoaktivalt adeni-
lat-ciklazt fedeztek fel: az Oscillatoria acuminata ciano-
baktériumban termel6dik, amelynek kiilonlegessége,
hogy nagyon alacsony aktivitast mutat sotétben — a leg-
alacsonyabb az eddig ismert PAC fehérjék koziil - le-
hetévé téve a fotoindukalt cAMP-termelés finomabb
szabalyozdsat. Ennek megfelel6en kivalé optogenetikai
eszkoz lehet, a sotétben ugyanis szinte nem mutat akti-
vitast, megvilagitas hatdsara azonban azonnal megindul
a CAMP-termelés. Az OaPAC vizsgalata soran az els6d-
leges kérdés az volt, hogy a fehérje N-terminalisanal el-
helyezkedd a flavin abszorpcidja hogyan vezet ahhoz a
konformaciés valtozashoz, aminek kovetkeztében meg-
valosul az ATP-konverzié. Sajit kisérleteink arra vezet-
tek, hogy a fehérje funkcidjahoz vezetd elsé lépés egy
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S. dbra. Az OaPAC szerkezete: kékkel van abrizolva a BLUF domén,
ahol a kék foton abszorpciéja, majd a protonkapcsolt elektrontraszfer
elsGdleges Iépése megtorténik

protonkapcsolt elektrontranszfer-folyamat: a kék foton
abszorpcidjat kovetGen egy kozeli tirozin egy elektront
és egy protont is ad a gerjesztett allapotban levé flavin-
nak. A folyamat sordn egy kozeli glutamin aminosav el-
fordul, s ez inditja el azt a mechanikai folyamatot, amely
a nyaki régiot koveten eljut a C-termindlishoz, ahol
megvaldsul a fehérje funkcidja.

Az ultragyors spektroszkdpia jovdje

A fenti példak jol mutatjak az ultragyors spektroszko-
pia altal nyujtott lehetéségeket bioldgiai folyamatok
vizsgalata sordn. A jOov6 azonban még izgalmasabb: a
szabadelektron-lézerek megjelenésével az elmult kozel
tiz évben az ultragyors spektroszkoépia és a rontgen-
szerkezeti modszerek ,egymaésra taldltak”. Igy sikeriilt
meghatarozni a rhodopszin id6fiiggs szerkezeti valtoza-
sait, vagy példaul a fotolidz DNS-javitdsa soran bekovet-
kez6 szerkezeti valtozasokat. Mi is végeztiink id6fiiggd
rontgenkrisztallografiai méréseket, amelyek soran fem-
toszekundumos impulzusokkal gerjesztettiik az OaPAC
fehérjét és femtoszekundumos rontgenimpulzusokkal
végeztiik el a diffrakciés mérést kiilonboz6 késleltetések
mellett, igy sikeriilt megfigyelniink a kék foton abszorp-
cidja utin bekovetkez6 szerkezeti valtozasokat. Minde-
zek fényében megallapithatjuk, hogy az ultragyors spekt-
roszkdpia jov6je izgalmasabb, mint valaha.
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FEHERJEK A VEZETO ES SZIGETELO ALLAPOTOK

HATARAN

Papp Eszter, Vattay Gabor@

Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Fizikai és Csillagaszati Intézet,

A fehérjék kozponti szerepet jatszanak az életfolyamatok-
ban, hiszen a legtobb biokémiai reakcié ezeknek a mole-
kulaknak a kozremitikddésével megy végbe. Az él6 rend-
szerek szamos kulcsfolyamata — példaul a sejtlégzés és a
fotoszintézis — alapvetGen az elektronok gyors és haté-
kony, nanométeres tavolsagokon torténd, redoxreakcio-
kon keresztiil megval6suld, molekulak kozotti atadasan
alapul. Aperiodikus szerkezetiik és a hagyomanyos érte-
lemben vett vezetési savok hidnya azonban latszolag ki-
zarta a hatékony elektrontranszport lehetGségét. A fehér-
jék feltételezett szigetelGjellege és a megkovetelt biologiai
funkcié kozotti ellentmondas évtizedeken at a biofizika
egyik paradoxonanak szamitott.

A gondolat, miszerint a kvantummechanika 6sszefiig-
gésben allhat a biol6giai rendszerek miikodésével, nem gj
kelet. Erwin Schrodinger mar 1944-es ,Mi az élet?” cimi
korszakalkoté konyvében felvetette, hogy az él6 anyagot
a kvantumfizika torvényei iranyithatjdk. Szent-Gyorgyi
Albert pedig mar 1941-ben ugy vélte, hogy a kvantum-
mechanikai energiaszintek meghatiroz6 szerepet jatsz-
hatnak biokémiai folyamatokban [1, 2], és élete utolsd
évtizedeit a ,bioelektronika” [3] és a ,szubmolekularis
biologia” [4] megalapozasanak szentelte. Szent-Gyorgyi
megsejtette, hogy az élet alapvet6 folyamatai nem csupan
a molekuldk klasszikus kémiai kolcsonhatdsain, hanem
az elektronok mozgasan, a toltésatvitelen alapulnak. Bar
forradalmi elgondoldsait akkoriban nem tudta kisérletileg
vagy szamitasokkal igazolni a megfelel6 eszkozok hianya-
ban, az 6 szellemi 6roksége adja kutatasaink torténelmi
hétterét, amelyek soran a fenti paradoxonra talaltunk egy
lehetséges megoldast. Felfedeztiik, hogy a fehérjék se
nem hagyomanyos szigetel6k, se nem a fémekhez hason-
16 vezetSk. Ehelyett egy Gj kategoériat képviselnek: kvan-
tumkritikus vezet6k, amelyek pontosan egy fém-szigeteld
atmenet hatdran helyezkednek el. Ez a figyelemre mélt6

Dr. Papp Eszter az ELTE Komplex Rendszerek Fi-
zikdja Tanszékének kutatdja, ahol a bioldgia és a
kvantumfizika Osszefiiggéseit vizsgalja. A kutatis
mellett a tudoménykommunikécidban is aktiv sze-
repet villal, tobbek kozott az ELTE TTK Science
Podcast misorvezetGjeként.
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allapot feltehetGen az evoltcid tobb milliard éves munka-
janak eredménye, amely a fehérjéket optimalis m{ikddés-
re hangolta.

Fehérjék a kdosz peremén

Elméletiink alapjai Stuart Kauffman komplexitiselmé-
leti kutatdval [5] és Denis Salahub kvantumkémikussal
folytatott egylittmiikodésiinkbdl [6] szarmaznak. Kauff-
man alapvet6 koncepcidja a ,kdosz pereme” [7], ahol a
komplex adaptiv rendszerek optimadlis egyensulyt érnek
el a rend és a rendezetlenség kozott, lehetévé téve egy-
szerre a stabilitast és a fejl6d6képességet. Ezt a bioldgiai
elvet alkalmazva a kondenzalt anyagok fizikajaban, fel-
tettiik a kérdést: mi a ,kdosz peremének” fizikai megfe-
lel6je egy elektron szdmara, amely egy fehérje komplex,
rendezetlen struktirajaban mozog? A valaszt Philip An-
derson 1958-as, Nobel-dijat ér6 lokalizacidelmélete adja
meg. Egy erésen rendezetlen rendszerben az elektron
csapdaba esik, hullamfiiggvénye lokalizal6édik, és nem
képes terjedni. A rendszer szigeteldként viselkedik. Ezzel
szemben egy rendezett vagy kevéssé rendezetlen rend-
szerben a hullamfiiggvény Kkiterjedt, azaz delokalizalt,
lehet6vé téve az elektron szabad mozgasat. A rendszer
ekkor vezetd, fémként viselkedik. E két fazis kozott egy
éles hatarvonal hizédik, amikor a rendezetlenség éppen
az Anderson-féle fém-szigetel$ dtmenet (metal-insulator
transition) kvantumkritikus pontjanak megfelel6 szintet
éri el. Ezen a ponton a rendszer sem nem tokéletes ve-
zetd, sem nem tokéletes szigetel, hanem egyedi, rend-
kiviili tulajdonsagokkal rendelkezik [8].

A 2015-ben publikalt cikkiinkben [6] megfogalmazott
kozponti allitasunk az volt, hogy a funkcionalis fehérjék
mindenféle kiils6 hangolas nélkiil, természetes allapotuk-
ban éppen ezen a kritikus ponton helyezkednek el. Ezt a

Prof. Vattay Gdbor az ELTE Komplex Rendszerek
Fizikdja Tanszékének vezetGje, kutatdsai a kvantum-
informatika, a kvantumfizika, a komplex rendszerek
és a bioldgiai folyamatok hatarteriileteit vizsgaljak.
Munkdja Gttor6 a fehérjék kvantumos vezetési tulaj-
donsagainak elméleti leirisaban és a kvantumbiol6-
gia hazai meghonositisiban.
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1. tabldzat. A fém-szigetel$ dtmenet fazisainak 6sszehasonlitdsa

Tulajdonsag Szigeteld allapot (lokalizalt)

Fémes allapot (delokalizalt) Kvantumkritikus dllapot

A hullimfiiggvény jellege Lokalizalt

Kiterjedt az egész rendszeren  Multifraktalis; kiterjedt,

de inhomogén

A szinttdvolsag-ardnyok eloszldsa Poisson-eloszlas

Wigner-eloszlas Atmeneti eloszlas

VezetSképesség Elhanyagolhaté; csak termi-

kus ugralas (hopping)

Magas; gyengén fiigg a rende-
zetlenségtdl

Rendkiviil érzékeny a pertur-
béaciokra; nagy fluktuaciok

hipotézist szamitégépes modellezéssel teszteltiik. A szemi-
empirikus kiterjesztett Hiickel-mo6dszert alkalmaztuk kii-
l6nféle biomolekuldk - a kis jelz6molekuldktol egészen a
nagyobb fehérjékig — elektronikus Hamilton-matrixanak
kiszamitasahoz. Ez a médszer megfelel6 egyensulyt bizto-
sitott a szamitdsi megvaldsithatdsag és a fizikai betekintés
kozott a nagyméret, komplex molekuldk esetében. A vé-
letlenmatrix-elmélet eszkoztarat felhasznalva elemeztiik
a kiszamitott molekulapalya-energiaszintek statisztikait.
Harom univerzalis statisztikai eloszlas 1étezik (1. tdbli-
zat), és eredményeink a funkcionalis fehérjék esetében
egyeztek az ,atmeneti” eloszlassal, amely a kritikus pont
egyedi ujjlenyomata. 2025-ben pedig mar olyan fehérjéket
vizsgaltunk, amik kiilonb6z6 kisérletekben j6 vezet6knek
bizonyultak. Megmutattuk, hogy ezek is mind a kritikus
pontra jellemz6 eloszlassal rendelkeznek (1. dbra) [9]. A
kritikus ponton a hullimfiiggvények se nem lokalizaltak,
se nem teljesen delokalizaltak, hanem multifraktilok -
bonyolult, 6nhasonlé mintazatok, amelyek inhomogén
moédon toltik ki a teret. Szamitdsaink megerdsitették,
hogy ezen fehérjék elektron-hullamfiiggvényei pontosan
ezt a multifraktalis jelleget mutatjak. Tehat az elektronok
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1. dbra. A szinttivolsig-arany egy statisztikai mérGszam a kvantumme-
chanikdban, amelyet a szigetel, fémes és kvantumkritikus rendszerek
megkiilonboztetésére is hasznilnak az egymast kovetd energiaszintek
kozotti tavolsigok (s,) aranyai (7, = s,../s,) eloszldsinak elemzésével. A
Poisson-eloszlas I, szigetelS, a Wigner-eloszlas Iy, a fémes, mig az I,
a kvantumkritikus rendszerre jellemzd. Részletek az eredeti cikkben [9]
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kozelr6l lokalizaltaknak tlinnek, de kisebb tartomanyok
kozott szabadon tudnak mozogni, igy eljuthatnak a mole-
kula egyik oldalarél a masikra.

A kvantumkritikus pont nem egy kiterjedt régio, ha-
nem egy jol definidlt pont a rendszer paraméterterében,
ahol a vezetd és szigetel fazis hatara hizodik. Kezdeti
és legtjabb vizsgalataink is azt mutattak, hogy a funk-
ciondlisan fontos biomolekulak széles skalaja ezen a pon-
ton helyezkedik el [6, 9]. Annak a valoszintisége, hogy ez
pusztan a véletlen miive legyen, rendkiviil kicsi. Mindez
arra utal, hogy az evolici6 aktivan szelektalhatta és fenn-
tarthatta ezt a kvantumkritikus allapotot, amely univer-
zdlis funkcionalis eldnyt jelenthetett az él6 rendszerek
szdmadra.

Figgetlen kisérleti megerdsités

David Cahen uttéré munkat végzett a Weizmann Inté-
zetben, ahol csoportjaval olyan moédszereket fejlesztett
ki, amelyekkel vékony fehérjefilmeket vagy monorétege-
ket tudtak két elektroda kozé rogziteni. Cahen laboratd-
riumanak kdzponti, paradigmavalt6 felfedezése az volt,
hogy szamos fehérje, mint példaul az azurin vagy a mi-
oglobin, hatékonyan képes vezetni az elektronokat t6bb
nanométeres tavolsagon. A legmeglepébb az volt, hogy
ez a vezetés szinte teljesen homérséklet-fiiggetlen volt,
szobahdmérséklettdl egészen 4 kelvinig. Ez a felfedezés
forradalmi jelent6ségi volt, hiszen a rendezetlen szerves
anyagokban a toltéstranszport hagyomanyos modelljei
az ,ugrasokon” (hopping) alapulnak, ahol az elektron
helyrél helyre mozog egy sor termikusan aktivalt ug-
ras soran. Az ilyen folyamat er6sen hémérsékletfiiggd,
és alacsony hémérsékleten teljesen megsziinik. Cahen
eredményei gyakorlatilag kizartak ezt a klasszikus képet.
A hémérséklet-fliggetlenség erds bizonyitékot szolgalta-
tott egy kvantummechanikai folyamatra, amelynek leg-
kézenfekvGbb jeloltje az alaguteffektus volt.

Stuart Lindsay az Arizonai Allami Egyetemen egy
kifinomult technikat fejlesztett ki, amely pdsztazo6 alag-
utmikroszkop (STM) segitségével egyetlen fehérjemole-
kula vezet6képességét mérte. Ez a megkozelités kikii-
sz0bolte a sok molekulat egyszerre vizsgalé (ensemble)
mérések bizonytalansigait. Lindsay kisérletei szintén
figyelemre mélt6 eredményeket hoztak, ugyanis ramu-
tattak, hogy az elektrédiakhoz megfeleléen csatlakozta-
tott fehérjék egyaltalan nem szigetel6k, hanem - sajat
megfogalmazasa szerint - ,a vildg legjobb molekularis
vezetékei”. Nanosiemens nagysagrendl vezet6képes-
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séget mért tobb nanométeres nagysagi fehérjén, ami
nagysagrendekkel magasabb érték, mint amit egyszeri
alagutazassal magyarazni lehetne. Lindsay munkdjanak
egyik kulcsfontossagu felismerése az volt, hogy a fehér-
jéhez valé kémiai csatolas mddja dont6 szerepet jatszik
a vezetGképesség mérésében. Specifikus ligandumok
alkalmazasa, amelyek az elektrodédk feliiletéhez kotédve
a fehérje bels6, hidroféb részéhez kapcsolddtak, lénye-
gesen nagyobb vezetGképességet eredményezett, mint
amikor a kot6dés csak az elektrdda és a fehérje kiils6
felszine kozott jott létre. Ez arra utal, hogy az dram ttja
a fehérje belsején keresztiil vezet, és a teljes ellenallast a
kontaktusok dominaljak, nem pedig a fehérje mérete.

A két kutatasi irany akkor talalkozott, amikor Lindsay
csoportja a ,hatalmas vezetGképesség-fluktuaciok” je-
lenségét probalta megérteni. Ekkor fedezték fel a kvan-
tumkritikussagrdl szo6l6 elméleti munkankat [10]. Fel-
ismerték, hogy egy kritikus ponton, a vezetd és szigeteld
allapot koz6ttj kényes egyensilyban 1év6 rendszer rend-
kiviil érzékeny lenne az olyan kis perturbaciékra, mint
egy kiilsé fesziiltség, ami természetes magyarazatot ad
ezekre a fluktuacidkra.

Cahen kisérletei egy ellentmondast tartak fel. A
transzport hdmérséklet-fiiggetlen, ami alagutazasra utal,
ugyanakkor a transzport olyan tavolsigokon (néhol tobb
tiz nanométer) ment végbe, amelyek til nagyok a haté-
kony, egylépéses alagutazashoz. Lindsay eredményei
sem tamogattak az alaguteffektust mint lehetséges me-
chanizmust, mert a mért vezet6képesség sokkal nagyobb
volt annal, mint amit az alagutazas megengedne, és alig
fiiggott a fehérje méretétdl, ami szintén ellentmond az

2. dbra. Az elektronkaszkad sematikus dbraja. A szilicium/szilicium-oxid
elektrédahoz kis molekuldkkal kapcsoljdk a fehérjéket, amelyek a két
elektréda kozott egyszeres (mono-) réteget alkotnak. Részletes leiras az
eredeti cikkben [11]
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egyszeri alaguteffektuson alapulé elméletnek. A megfi-
gyelések, bar a klasszikus modellek ellen szoéltak, latszo-
lag ellentmondtak egymadsnak az alagutazas szerepét il-
let6en. Kvantumkritikus modelliink egységes megoldast
kindl. A kritikus rendszerben a transzportmechanizmus
nem egyszerd alagutazds. A folyamatban delokalizilt,
multifraktalis hullamfiiggvények vesznek részt, amelyek
az egész molekula szerkezetét inhomogén mdédon fedik
le. Ez lehet6vé teszi a hatékony, nagy tavolsagud transz-
portot, amely eredendéen kvantummechanikai (és igy
lehet homérsékletfiiggetlen), de nem kdoveti az egysze-
rd alagutazdsra jellemz6 exponencialis tavolsagfiiggést.
A modell tehat egyszerre magyarazza a Cahen-csoport
kisérleteiben kimutatott hdémérséklet-fiiggetlenséget,
valamint a Lindsay-féle mérésekben tapasztalt magas,
mérett] fiiggetlen vezetSképességet. A kvantumkriti-
kus értelmezés jol illeszkedett a kisérleti megfigyelé-
sekhez, de a mechanizmus részletei tovabbra sem voltak
ismertek; a legnagyobb rejtély a szinte teljes h6mérsék-
let-fliggetlenség volt. Ennek felderitésére kidolgoztuk a
toltéshordozo-kaszkdd modellt (carrier-cascade model)
[11], amely a vezetSképességet egy altalanositott Lan-
dauer-formula segitségével irja le.

Uj elméleti eszkoztar épitése

A kisérleti eredményekkel vald Osszehasonlithatosig
érdekében nem elegendé csupdn az altalanos vezetési
mechanizmus alapjainak megértése, sziikség van olyan
elméleti formulakra is, amelyekbdl a konkrét kisérleti
elrendezésekben mért vezetési tulajdonsigok kiszamit-
haték. Az ,Egy Landauer-formula bioelektronikai alkal-
mazasokra” cimi publikacionkban [12] egy altalanositott
Landauer-formulat vezetettiink be, amely a hagyomanyos,
alacsony hémérsékletli alaguteffektus-modellt kiterjesz-
ti a kornyezettel (fononokkal) valé kolcsonhatas, azaz a
dekoherencia figyelembevételével. A modell Gjszertisége
abban rejlett, hogy ujfajta kozelitéseket alkalmazott, ame-
lyek jelentSsen leegyszerisitették a szamitiasokat. Ennek
koszonhetSen a vezetSképességet nem a molekula minden
atomi részletét leir6, rendkiviil bonyolult mikroszkopikus
paraméterekbdl, hanem néhany, j6l mérhet6 makrosz-
kopikus paraméterbdl lehetett meghatarozni. Ez az alta-
lanos keretrendszer tette lehet6vé a komplex bioldgiai
rendszerek vezetGképességének hatékony szamitasat. A
legfontosabb, hogy ez a modell képes megmagyarazni a
fehérjevezetés két alapvetd tulajdonsagat: a mérsékelt ta-
volsagfiiggést és az alacsony hémérsékleten tapasztalt h6-
mérséklet-fiiggetlenséget.

Az iltalanositott Landauer-formula utan a Scientific
Reports folyodiratban publikalt munkankban [13] egy
kevesebb kozelitést tartalmazé modellt mutattunk be,
amely a fehérjéken beliili toltéstranszportnak mar nem-
csak a leirdsit, hanem a vizualizaci6jat is lehetévé tette
(3. dbra). A megkozelités a Liouville-féle kvantum-mes-
teregyenlet sliriségmatrixat 6tvozi a molekularis veze-
tés fenomenologiai modelljével. Az Gj formulank a teljes
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vezetSképességet harom kiilonallo fizikai mechanizmus
Osszegeként adja meg. A Landauer-Biittiker-tag a tisz-
ta, koherens alagutazast reprezentdlja. Hémérséklet-
fiiggetlen, de exponencialisan csokken a tavolsaggal,
ezért nagyobb fehérjéknél elhanyagolhat6. A termikus
tag a termikusan aktivalt folyamatokat irja le, amelyek-
ben az elektron termikus gerjesztéssel jut be az egyik
kontaktusbél a molekuldba, majd termikus aton keriil 4t
a masik kontaktusba. Ez a mechanizmus domindl maga-
sabb hémérsékleteken. Az altalunk azonositott tjdonsag
a kevert tag, amelyben az elektron az egyik elektr6dabél
alagutazassal jut be a molekulaba, majd egy termikus fo-
lyamat révén éri el a masik elektrédat. Ezt a modellt az
ugynevezett extracellularis citokrém nanodrétokra alkal-
maztuk, amelyekrdl ismert, hogy rendkiviil j6 vezetdk.
Szamitasaink és vizualizaciéink megerdsitették, hogy a
legmagasabb vezetSképességii régiok a fehérjék belsejé-
ben, a porfiringytr(ik lancolata mentén helyezkednek el,
igy a nanodroétok egésziikben szigetelt kabelekre emlé-
keztetnek. A modell képes volt kvantitativan reprodukal-
ni és részben megmagyarazni azt a kisérleti megfigyelést
is, hogy az OmcZ nanodrétok miért vezetnek tobb nagy-
sagrenddel jobban, mint az OmcS tipustak.

3. dbra. Vezet$ tartomanyok a Geobacter sulfurreducens OmcS nano-
drétjaban (naranccsal jelolt részek). A baktérium ezeken a nanodro-
tokon elektronokat szallit mikrométeres tavolsagokra. A citokrom
molekuldkat goly6-pélcika modell, mig a szerkezet fehérje részét vona-
labrazolas szemlélteti. Lasd bévebben az eredeti cikkben [13]

Az elmélet és a kisérlet talalkozasa

A modell kulcsfelismerése az, hogy a vezetés aktivacios
energidja ezekben a rendszerekben nem a legmagasabb
betoltott (HOMO) és a legalacsonyabb betoltetlen
(LUMO) molekulapalya kozotti nagy energiakiilonb-
ség. Ehelyett, mivel a fehérje a kritikus ponton egy
slird energiasdv-rendszer, a toltéshordozok egy sor si-
riin elhelyezked6 palyan ,kaszkadszertien” haladhatnak
keresztiil. A relevans aktivicios energiava a szomszédos
palydk kozotti sokkal kisebb energiakiilonbség valik,
mint példdul a HOMO és a HOMO-1, vagy a LUMO+1
és a LUMO kozotti energiakiilonbség (2. dbra). A modell
egy konkrét, tesztelhetd joslatot tett, miszerint bar a ve-
zetOképességnek egy széles hémérséklet-tartomanyban
kozel allandénak kell lennie (mivel az aktivacios energia
kicsi), alacsony homérsékleteken mégis egy mérsékelt,

Arrhenius-tipusi  hémérsékletfiiggést kell mutatnia.
Cahen kisérleti adatainak elemzése megerGsitette ezt a
megjosolt viselkedést. A végs6 1épés egy validacio volt,
amelyben Carlos Romero-Muiiz és Linda A. Zotti kor-
szerl striségfunkcional-elméleti (DFT) moédszerekkel
kiszamitottak a fent emlitett energiakiilonbségeket pon-
tosan azokra a fehérjékre, amelyeket Cahen csoportja
vizsgalt. A DFT-szamitasok eredményei és a kisérleti
adatokbol kinyert aktivaciés energidk szinte tokéletes
egyezést mutattak harom kiilonboz6 fehérje és harom
kiillonb6z6 kisérleti elrendezés esetében. Ez a kozds
publikacié a Journal of Physical Chemistry B folyo6iratban
jelent meg [11].

Holografikus elv a biolégidaban

A holografikus elv szerint bizonyos rendszerekben a tér-
fogatban 1év6 informacié mennyisége nem a térfogattal,
hanem a hatarfeliiletének teriiletével aranyos, hasonléan
ahhoz, ahogyan egy 3D hologram egy 2D feliileten van
kédolva. Szamitasaink szerint a fehérjék elektron-hul-
lamfiiggvényeinek korrelacios fraktaldimenzidja d, = 2,
ami egyedi a haromdimenziés kritikus rendszerek ko-
z0tt, ahol d, jellemz6en nem egész értékd [9]. Ez arra
utal, hogy a fehérjék elektronikus allapotai hatékonyan,
kvazi kétdimenziés csatorndk mentén szervezédnek. Az
ilyen multifraktalis, alacsonyabb dimenzidés utvonalak
csokkenthetik a visszaszorast, és el6segithetik a hosszu
hatétavolsagld, homérsékletfiiggetlen elektrontransz-
portot.

Kitekintés

A munka egy elméleti hipotézisbdl indult, amelyet sza-
mitasos és kisérleti eredmények egyarant alaitimasztot-
tak. A kiilonb6z6 megkozelitések Osszhangja arra utal,
hogy a kvantumkritikus allapot nem véletlenszer( saja-
tossag, hanem a fehérjék evolucidsan kialakult, funkcio-
nélisan el6nyos tulajdonsaga lehet. Ez az allapot 6tvozi
a szigetelOk stabilitasat a vezet6k hatékony toltéstransz-
portjaval, igy érzékeny valaszokat tehet lehet6vé kdrnye-
zeti valtozasokra - ez a tulajdonsdg a biolégiai érzékelés
és a jovobeli szenzorikai alkalmazdsok szempontjabol is
alapvet6 fontossagu.

Egy lehetséges irany annak a vizsgalata, hogy a fehér-
jék szerkezeti mddosulasai és mutaciéi miként befolyd-
soljak a kvantumkritikus 4llapotot. Erdekes kérdés még
az is, hogy a vezet6 régiok és a funkciondlis helyek ko-
z06tt kimutathat6-e korreldcid. A modell ezen til alapot
adhat nanobioelektronikai berendezések tervezéséhez
is, ahol a fehérjék kvantummechanikai tulajdonsagai
célzottan haszndlhat6k az iranyitott toltéstranszport és
az érzékelés optimalizalasara.

Kutatasaink ezt az iranyt kovetik tovabb: a kvan-
tumkritikus jelenségek mélyebb megértésén keresztiil
szeretnénk feltarni, hogyan kapcsolédik ssze a bioldgiai
funkcionalitas és a kvantumfizika.
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AFAK HOSSZU ELETENEK TITKA
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A fik rendkiviili élettartama evoliicids és sejtbioldgiai szempontbdl is
kiilonleges jelenség, hiszen a sejtek osztdddsainak melléktermékeként
megjelend mutdciék az évek sordn felhalmozddddva a sejtek miikodé-
sének fokozatos leépiiléséhez vezethetnek. Ennek ellenére a fik hosszi
életiik sordn is megdrzik genomjuk stabilitdsdt, ami a csicsriigyekben
taldlhaté dssejtek sajdtos osztéddsi dinamikdjdnak koszonhetd. Egy
friss, teljesgenom-szekvendldsi vizsgdlat adatait ijraelemezve, valds
mutdcids mintdzati példdkon keresztiil mutatjuk be, hogy a fik dssejtjei
milyen dinamikdt kovetnek annak érdekében, hogy minimalizdljdk az
osztéddsaik szdmadt.

Bevezetés

A szovetes novények (Tracheophyta) élettartama rend-
kiviil szerteagazé. Taldlkozhatunk egynyari fajokkal (pl.
kukorica, gorégdinnye, zo6ldborsd), illetve olyanokkal,
amelyek tobb szaz, akar tobb ezer évig is képesek élni (pl.
egyes tiileveliiek). Erdekes azonban, hogy fejlédésiikben
ezek a novények nagyon hasonldéak. Mindegyikiik haj-
tasanak cstcsan taldlhat6 egy cstcsriigy (apikalis riigy),
melyben egy merisztéma nev{i paranyi szévet tartalmaz-
za a novény &ssejtjeit. Ossejteknek nevezziik azokat a
differencialatlan sejteket, amelyek osztédassal képesek
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szervezetek szomatikus evoldcidjanak vizsgilata
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modellezése.
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akar Ujabb &ssejteket vagy differencialt (specifikusabb)
sejteket 1étrehozni. Ezek az Gssejtek biztositjak a novény
élethosszig tarté novekedését, valamint az oldalriigyek
(axillaris riigyek) kialakulasat. A riigyekbdl fejlédnek
ki az 0j hajtasok, viragok és termések, vagyis a névény
majdnem minden sz6vete végsS soron a csicsriigyek Gs-
sejtjeibdl szarmazik. Kivételt képeznek a gyokérszove-
tek, melyek a gyokércsucsok Gssejtjeibdl szarmaznak. Az
Ossejtek tehat kulcsszerepet jatszanak a novény fejlodé-
sében, de egyben hordozzak annak veszélyét is, hogy az
évek soran genetikai hibak, mutdciék halmozdédhatnak
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fel benniik. Ez pedig az &ssejtek eloregedéséhez és a be-
16liik szarmaz6 szovetek leromldsahoz vezet.

Egyetlen év alatt egy fa 4gan szamos 4j oldalriigy ke-
letkezik. Ezek szerkezetileg azonosak a csucsriigyekkel,
hiszen barmelyikben megvan a képesség, hogy 0j hajtast
(agat) inditson, és igy maga is csucsriiggyé valjon. Tobb-
ségitk mindaddig alvé allapotban marad, amig hormona-
lis vagy kornyezeti jelek (példaul az eredeti csticsriigy sé-
riilése) névekedésre nem késztetik. Minden 4j oldalriigy
létrejotte ezért a csticsriigy Ossejtjeinek osztddasat igény-
li. Bar az osztddas soran fellépé DNS-replikacié rendki-
viil pontos, idénként mégis hiba csuszik a folyamatba,
elromlik az eredeti bazissorend, azaz mutaciok jelennek
meg. Azt gondolnank, hogy egy tobb szaz évig é16 fa ha-
talmas mennyiségli mutaciét gyijt, azonban a kisérleti
tapasztalat nem ezt mutatja. Egy néhany éve megjelent
tanulmanyban [1] egy 234 éves tolgyfa két agarol vett
levélmintak génallomanyat szekvenaltak (azaz olvastak
le a genetikai informacidikat). Ebbdl kideriilt, hogy a két
ag kozott csupan néhany tucatnyi (de legfeljebb 50) mu-
tacios eltérés talalhatd. Hogyan lehetséges az, hogy egy
fa tobb évszazadon keresztiil képes meg6rizni genomja-
nak stabilitasat, mikozben folyamatosan novekszik és Gj
szoveteket hoz létre? A tolgyfa genomja kb. 0,8-10° bazis-
par hosszusagu. Ezt beszorozva a kb. 0,3-107°/bazispar
osztddasonkénti mutaciés gyakorisaggal kapjuk, hogy az
egy sejtosztodasra jutdé mutacidk szama koriilbeliil 0,24.
Ha mindkét ag a szétvalasuk ota legfeljebb 25-25 muta-
ciét halmozott fel, akkor az azt jelenti, hogy az dssejtjeik
legfeljebb 25/0,24 = 100 sejtosztédason mentek keresz-
tlil. Ez dobbenetesen kevés ahhoz képest, hogy ezalatt
az id6 alatt akar tobb ezer oldalriigy képzddhetett. Fel-
mertiil a kérdés, hogy milyen kiilonleges osztddasi dina-
mikat kovetnek az Gssejtek, hogy ily mértékben képesek
minimalizdlni az osztddasaik szamat és ezzel egyiitt a
mutaciék felhalmozodasat.

Ezt akérdést mindmaig nem sikeriilt teljes mértékben
megvalaszolni, mivel a cstcsriigy Ossejtjeinek nyomon
kovetése rendkiviil nehéz feladat. Az Gssejtek morfolo-
giailag alig kiilonboztethet6k meg a kornyezé sejtektdl,
ezért az azonositasukhoz specialis molekuldris jelol6kre
van sziikség, amelyekkel az Gssejtekre jellemz6 génexp-
resszi6 kimutathat6. A mikroszképos vizsgalatokhoz
pedig metszetek készitése sziikséges, ami a szovetek ron-
csolasaval jar.

Mutaciok, sejtvonalak azonositasa

Az elmult évtizedekben hatalmas fejlédés ment végbe a
génszekvenalasi technolégidkban. Ma mar gyorsan, ol-
cson és viszonylag egyszeriien tudunk teljes genomokat
szekvenalni (leolvasni), ami koriabban elképzelhetetlen
mennyiségl adatot eredményez. Mindezeket optimali-
zalt algoritmusokkal er6s szamitégépeken hatékonyan
tudjuk feldolgozni, igy ma olyan kérdéseket is vizsgal-
hatunk, amelyek korabban technikailag elérhetetlenek
voltak. Ennek koszonhet6en kutathatjuk a novényekben

felhalmoz6dé mutacidkat, hogy visszakovessiik azok
eredetét egészen a kiinduldsi (csirazaskori) Gssejtjeikig.
Mivel a novényekben minden sejt Gssejtekbdl keletkezik,
egy Ossejtben bekovetkez6 mutacié minden leszarmazott
sejtre 4toroklédik, és minden 4j Gssejtmuticid egy-egy
kiilon sejtvonalat hoz létre. A mutacidk igy kozvetlen le-
nyomatai az Gssejtek osztddasi dinamikajanak és leszar-
mazasi torténetének. Az igy kirajzol6do sejtvonalminta-
zatokbodl kovetkeztetni lehet a cstcsriigyek Ossejtjeinek
szamara, osztodasi mechanizmusaira, valamint arra is,
hogy hany kiilénboz6 6ssejt jarul hozza példaul egy 4j ol-
dalriigy kialakitasahoz. A mutaciok feltérképezése tehat
lehet&séget teremt arra, hogy feltarjuk az egyed fejlédési
torténetét — hasonldéan ahhoz, ahogyan a fajok genetikai
mintazatai segitségével tarhato fel az él6vilag torzsfejlo-
dése, csak itt mindez egyetlen él6lényen beliil torténik.

A tobbsejti allatok (és az emberek) esetében meg szo-
kas kiilonboztetni a testi (szomatikus) sejteket a csiravo-
nal sejtjeit6l. Az 6rokl6dés szempontjabol nem mindegy,
hogy melyikben milyen mértékben halmozdédnak a mu-
taciok. Eppen ezért a csiravonal, mely a himivarsejteket
és petesejteket tartalmazza, koran elkiiloniil a szomati-
kus sejtektdl. A novények esetében azonban nem tudjuk,
létezik-e egyaltalan elkiiloniilt csiravonal [2]. De ennek
nincs is jelentésége, hiszen ha létezne is csiravonal, a sejt-
jei a tobbi Gssejthez hasonlban kellene hogy kovessék a
riigyek keletkezését annak érdekében, hogy minimali-
zdljak a mutaciok felhalmozo6dasat. Ennek kovetkeztében
akar generativ Gton (magképzddéssel), akar vegetativ
uton (példaul hajtasokkal, mint a rézsa, vagy indakkal,
mint a szamoéca) szaporodik egy ndvény, viszonylag ke-
vés mutaciot orokit at az utédokra.

Az elmult években megjelent néhany tanulmany, ami
kiilonboz6 novények mutacioit vizsgalta. A tanulméanyok-
ban rendre a névények valamilyen differencialt szovetét:
levelet, riigyet, termést szekvenaltak. Egy ilyen vizsgalat
soran az adott mintaban nem egy-egy sejt genetikai kod-
jat hatdrozzak meg, hanem tobb sejtét osszekeverve. Ez
képet adhat arrdl, hogy a minta milyen tipusa Gssejtek-
bl keletkezhetett, és legaldbb hany Gssejt jarult hozza a
mintahoz tartozd szovet képzéséhez. Fontos megemli-
teni, hogy a riigyek merisztémaiban hdrom Gssejtréteg
kiilonboztetheté meg. Az L1 réteg a névény felszinét bo-
rit6 epidermiszt hozza létre, az L2 f6ként az epidermisz
alatt talalhatd, kloroplasztban gazdag mezofillumsejteket
adja, mig az L3 a szar- és szallitoszovetek (xilém és floém)
fejlodéséért felel6s. Bar ezek a rétegek morfologiailag
elkiiloniilnek, nem ismert, hogy mennyire dnfenntartd-
ak, esetleg cserélédnek-e sejtek a rétegek kozt. Korab-
bi tanulméanyokbdl kideriilt, hogy a levél mind a harom
Ossejtréteg leszarmazottjait tartalmazza, a termés héja
az L1 rétegbdl, a termés husa pedig az L2 rétegbdl ere-
deztethet6. Ha tehdt egy levélmintat szekvenalunk, és
elemezziik a mutaciéit, legalabb harom Gssejt leszarma-
zottaival fogunk taldlkozni. Azért legalabb harom, mert
lehet, hogy egy sejtrétegb6l két vagy tobb genetikailag
kiilonboz6 Gssejt is hozzajarul a szdvet kialakitdsahoz.
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Mindezt Ggy tudjuk meghatirozni, ha azonositjuk a
minta DNS-ében fellelheté mutaciékat. Ehhez el8szor a
sejtek DNS-ét ki kell nyerni, majd szekvenalni (leolvasni
a bazissorrendet). A szekvenalasi folyamat soran a DNS-t
rovid részekre vagjuk. Ezeket a rovid DNS-szakaszokat
nevezziik olvasatoknak (read-eknek). Itt fontos kiemelni,
hogy kiilonbség van akozott, hogy egy eddig ismeretlen
é16lény DNS-ét akarjuk meghatarozni, vagy egy mar is-
mert DNS-sel (referenciagenommal) akarjuk Osszeha-
sonlitani a mintankat. Az el6bbi esetben altalaban minél
hosszabb (néhany ezertdl szazezer bazisig) szakaszokra
vagjuk a genetikai allomdnyt, az utébbiban altalaban
rovidebb (50-500 bézis) szakaszokra, amit felsokszoro-
situnk. Ezutan az elvagott és felsokszorositott szakaszok
bazissorrendjét kiilonbozé technikakkal meghatiroz-
zuk. A muticidk azonositasahoz mar ismerjiik az eredeti
bazissorrendet, amit a referenciagenom tartalmaz. Ezzel
hasonlitjuk 6ssze a mintdnk DNS-eit.

A mutacidk azonositasa azonban nem trivialis feladat.
A sok kis DNS-olvasatot, aminek mar tudjuk a bazissor-
rendjét, kiilonb6z6 algoritmusokat hasznédlva a legjobban
illeszked6 helyre tessziik a referencidban. Ez nagyjabol
annak felel meg, mint amikor egy mondat helyét szeret-
nénk megtalalni egy szovegben azzal a kiilonbséggel,
hogy itt betiik és irasjelek helyett négyféle (A, T,G,C jelid)
bézis valtakozik, és a mutdcidk miatt a rovid mondatok
(olvasatok) nem minidig egyeznek meg teljes mértékben
a szoveg megfelel6 mondataval. A felsokszorositas és a
tobb sejtet tartalmaz6 mintavétel miatt minden genomi
poziciét tobb ilyen olvasat fog lefedni. Ezek koziil lesz
olyan, ami meg fog egyezni a referenciaval, masok viszont
eltérést fognak mutatni. Az eltérések jelentik a lehetséges
mutaciokat. A mutacié lehet egy vagy tobb bazis kicseré-
16dése, egy néhany bazis hosszlisagu szakasz kitorlédése
(delécidja) vagy beékel6dése (inzercidja), illetve bonyo-
lultabb, teljes kromoszémat éré elvaltozas. A mutacidk
el6fordulasi gyakorisaganak jellemzésére bevezethetjiik
a varians allélfrekvenciat (VAF) mint a mutaciét timoga-
t6 olvasatok részaranyat az adott genomi pozicion.

Idealis esetben, ha egy diploid (egy anyai és egy apai
kromoszémakészletbdl all6) genomban megjelenik egy
mutacio, az VAF = 0,5 értéket adna, hiszen egy mutacié
altalaban csak az egyik kromoszémat (apai vagy anyai)
érinti. A valésagban azonban ritkan beszélhetiink idealis
esetrdl. Nagyon gyakran el6fordul az, hogy rossz a refe-
renciagenom, nem j6 mindségiliek az olvasatok. Az illesz-
tés soran is nagyon sok miitermék keletkezhet, példdul ha
egy génszakasz tobb azonos vagy hasonlé példanyban is
megtalalhat6 a genomban.

Korabbi adatsor elemzése és néhany
sejtvonal meghatarozasa

Nemrégiben megjelent egy tanulmany [3], amelyben a
szerzOk egy barackfa hét kiilonboz6 agardl gydjtottek
mintakat (I. dbra, fels6), és mindegyikb6l harom szove-
tet — a termés héjat, husat és a kozeli levelet - szekvenal-
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1. dbra. Fels6 kép: a vizsgalt fa fizikai szerkezete szamozott dgakkal,
a mintavételek helyével. Als6 kép: az emlitett muticiok alkotta sejt-
vonalak behelyezve a valds faba. A berajzolt sejtvonalak nem keresz-
tezik egymast

tik. Igy Osszesen 21 minta teljes genomjat vizsgaltak,
amelyek mind t&bb sejtbdl alltak. Mi az eredeti adathal-
mazt Gjrafeldolgoztuk: az olvasatokat Gjraillesztettiik a
referenciagenomhoz, majd azonositottuk és kiszirtiik az
ismétl6do régiokat (amik a teljes genom mintegy 40%-at
tették ki).

Az elemzés soran tobb szdz mutaciot talaltunk, ame-
lyek kiilonb6z6 mintazatokat mutattak. Az els6 kategori-
aba azok a mutaciok tartoztak, amelyek kizardlag egyet-
len mintaban fordultak el6 - vagyis csak egy levélben,
egy gyimolcshusmintdban, illetve egy gylimolcshéjmin-
taban voltak kimutathaték. Ezek a muticiék nem érde-
kesek a szamunkra, mert lehet, hogy a sz6vet kialakulasa
soran a mar differencialt sejtekben jottek létre. A t6bb
mintdban is el6fordulé mutaciok viszont nagy valészind-
séggel mar az Gssejtekre jellemzok.

Azonositottunk olyan mutacidkat, amelyek csak egy
adott aghoz tartoznak, de az adott 4g mindhdrom minta-
jaban jelen vannak (és igy feltehetSleg az L2 Gssejtréteg-
bél szarmaznak). Ezek mar hordozhatnak informdaciot
arrol, hogy egy-egy szovetet hany Gssejt és milyen arany-
ban hoz létre.

De a legérdekesebbek azok a mutaciok, amelyek tobb
agrol vett mintaban is megtalalhatoak, mert ezek felte-
het6leg még azel6tt jelentek meg az Gssejt-populacidban,
hogy az adott agak elkiiloniiltek volna egymastol. Ezeket
mar érdemes 6sszevetni a barackfa fizikai szerkezetével.
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Talaltunk példaul két olyan mutdciot, amelyik a 6-os és
7-es 4g mindegyik mintdjaban jelen van, ami arra utal,
hogy ezek még azel6tt keletkeztek, hogy a két ag elvalt
volna egymastdl (I. dbra, alsd, piros sejtvonal). Ugyan-
akkor talaltunk olyan eseteket is, ahol a mutaciék nem
kovetik a fa fizikai szerkezetét. Két mutaci6 (1. dbra, alsé,
sarga sejtvonal) példaul minden 4gban megtalalhaté volt,
kivéve a 7-est, ahol egyik mintdban sem jelent meg. Ez
arra utal, hogy az a sejtvonal, amelyben a mutacié kelet-
kezett, nem vett részt a 7-es ag kialakitdsaban - vagyis a
kiilonb6z6 agak eltéré &ssejt-populaciokbol szarmaznak.
Hasonl6 a helyzet masik két mutaciéval (1. dbra, also, li-
las sejtvonal), amelyeket kizardlag a 2-es és 3-as dgban
talaltunk meg, de az 1-esben nem.

Apikalis Axillaris Apikalis Axillaris Apikalis Axillaris
merisztéma merisztéma merisztéma merisztéma  merisztéma merisztéma
o O OQ O CO (0O
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Apikalis Apikalis Apikalis

merisztéma merisztéma merisztéma

2. dbra. Kilonb6z6 merisztémaosztodasi tipusok. Bal széls6 dbra: min-
den Gssejt osztodik az apikalis merisztémaban, ami azt eredményezi,
hogy az 4j axillaris merisztéma Osszetétele meg fog egyezni az apikalis
merisztéma Gssejtjeivel. Kozéps6 abra: az apikalis merisztéma Gssejtje-
ib6l csak néhany, példaul kettS a hétbdl vesz részt az Gj axillaris merisz-
téma képzésében. Ha az egyik kivélasztott sejt mutalt, a muticié maga-
sabb allélfrekvenciaval jelenik meg az Gj 4gon. A jobb széls6 dbran az (j
axillaris merisztémat véletlenszertien éppen olyan Gssejtek hozzak létre,
amelyek nem tartalmazzdk a mutdciot, ezért az 4j 4gon a muticié nem
lesz kimutathat6

Hogyan tudjuk megmagyarazni ezeket a mintaza-
tokat? Naivan azt gondolhatnank, hogy a csucsriigyben
talalhaté apikalis merisztéma Osszes Ossejtje részt vesz
minden 4j riigy létrehozasaban (2. dbra, bal sz€Is6), de az
adatok mast mutatnak. Az allélfrekvencidk elemzése sze-
rint csak néhany, de nem az 6sszes Gssejt jarul hozza egy-
egy riigy kialakuldsahoz. Ennek magyardzata: ha példaul
az apikalis merisztéma 7 Gssejtbdl all, melyek koziil egy
mutalt, akkor minden Gj sz6vetben a mutacié varhaté
allélfrekvencidja 0,5/7 = 0,07 lenne (azaz 150-szeres le-
fedettség mellett koriilbeliil 10 olvasatban jelenne meg).
A mért allélfrekvencidk azonban ennél jéval magasab-
bak, ami arra utal, hogy a riigyképzéshez valdjaban csak
az Ossejtek egy kis része jarul hozza. Tegyiik fel példaul,
hogy 7 6ssejtb6l mindossze kettd vesz részt egy Uj ag ki-
alakitasaban. Ekkor két eset lehetséges:

o ha a két Gssejt koziil az egyik hordozza a muticiot,
akkor a varhatdé allélfrekvencia 0,5/2 = 0,25 (2. dbra,
koz€psd);

o ha egyikiik sem mutalt, akkor a muticié nem jelenik
meg az Uj agban (2. dbra, jobb széls6).

Ez jol magyardazza, miért talalunk sok mintdban ma-
gas allélfrekvenciaval egy adott mutacidt, mashol pedig
(akar a fa fizikai szerkezetével latsz6lag nem Osszeegyez-

tethet6 mdodon) miért tlinik el. Felmeriilhetne, hogy a
hianyz6 mutdciok oka a visszamutacid, azaz az eredeti
bazissorrend visszaallasa egy Gjabb mutaci6 hatdsara, am
ennek valoszinlisége rendkiviil kicsi, mi pedig elég gyak-
ran talalkozunk ilyen jelenséggel.

Hogyan tudjuk megadni azt a minimum G&ssejt-
szamot, ami kialakitja az 0j riigyet? Minden mutacié6
ugyanabban a 21 mintaban lett azonositva, ezért a mu-
taciés mintazatoknak egyszerre kell teljesiilniiik. Ha
példaul taldlunk egy mutdciét, ami megjelenik a 2-es
és 3-as dgban, de nem jelenik meg az 1-es dgban, ezzel
parhuzamosan pedig taldlunk egy mutaciét, ami megje-
lenik mindhdrom 4gban, az csak Ggy lehet, ha tobb sejt-
tipus alakitja ki az agakat. Ezzel a modszerrel az Osszes
mutdcidét figyelembe véve megadhatjuk a minimum
Ossejtszamot, ami képzi a riigyeket. Eddigi tapaszta-
lataink szerint ez a szam nagyon kicsi, minden &ssejt-
rétegbdl csak néhany sejt jarulhat hozza az Gj riigyek
képzéséhez.

A megfigyeléseinkbdl azt a kovetkeztetést vonhat-
juk le, hogy a névények ugy csokkentik az &ssejtosz-
tddasaik szamat, hogy riigyképzésnél nem a cstcsriigy
Osszes Ossejtje, hanem annak csak kis hanyada oszt6dik
és épiti fel az Uj oldalriigyet. Ez biztositja, hogy minden
csucsriigyben nagyon ritkan osztédnak az &ssejtek, és
igy nagyon kis mértékben vannak kitéve a mutaciok
megjelenésének. Néhany gyors, egymast koveté osz-
tédason csak akkor esnek at, amikor felépitik az 4j ol-
dalriigy Gssejt-populaciéjat, de mihelyt csicsriiggyé
valva Uj hajtast indit a riigy, mar ismét nagyon ritkan fog
egy-egy Ossejt osztédni. Ez lehet a magyarazat arra is,
hogy még tobb szaz év alatt is miért osztédnak a tolgyfa
agcsucsainak Gssejtjei legfeljebb szazszor.

Zaro6 gondolatok

Fontos kiemelni, hogy minden moddszer, amelyet hasz-
ndlunk, sziikségszer(ien leegyszerGsiti a valosagban zajlo
biolégiai folyamatokat. Szamitasok, modellezések és szi-
mulaciok soran kiilonboz6 kozelitésekkel éliink: példaul
feltételezziik, hogy az Gssejt-populacié mérete allandd,
és minden agon azonos marad. Azt is adottnak vessziik,
hogy az Gssejtek osztddasi mechanizmusa a fa teljes élet-
tartama alatt valtozatlan, holott a természetben j6l latha-
td, hogy az idds fak kevesebb riigyet hoznak aganként,
mint a fiatalabbak - ugyanakkor tobb dggal rendelkez-
nek, igy O0sszességében mégis tobb riigyet képezhetnek.
Modelljeink nem veszik figyelembe a kdrnyezeti hataso-
kat sem, és minden mutaciot neutrdlisnak vesziink. Ez a
feltételezés nagyrészt helytallo, hiszen a legtobb mutacié
valéban semleges, nem jar kozvetlen elénnyel vagy hat-
rannyal. Ugyanakkor megfigyeltek mar olyan eseteket s,
amikor egy fa bizonyos része ellenallobb volt bizonyos
kérokozokkal szemben, ami arra utal, hogy egyes muta-
ciok szelektiv el6nyt is hordozhatnak.

Mindazonaltal ezek az egyszerGsitett modellek rend-
kiviil hasznosak: segitségiikkel jobban megérthetjiik a
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komplex biolégiai folyamatokat, és szamszerisithetjiik
azokat a jelenségeket, amelyeket a kisérleti adatokkal
is dsszevethetiink. Igy tehat ez a megkozelités lehet6vé
teszi, hogy az Ossejtek kozvetlen megfigyelése nélkiil
megértsiik, milyen folyamatok révén korlatozzak a fak az
Ossejtjeik osztddasat, és ezzel egyiitt a mutaciok felhal-
mozddasat.

A FIZIKA TANITASA
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KRAUSZ FERENC AZ OVEGES FIZIKAVERSENYEN

A 2024-25-6s tanévben a 35. Oveges Jézsef Kdrpat-me-
dencei Fizikaverseny szervez6i ugy dontottek, a fizika-
torténeti feladatok Krausz Ferenc fizikai Nobel-dijas
professzor életérdl és munkassagarol késziiljenek.

A verseny torténetében el6szor fordult eld, hogy ko-
rilnkben é16 személyrdl szoltak a fizikatorténeti feladat
kérdései. Nagy kihivas volt, de Horvdth Norbert Tamds,
a budapesti Badr-Madas Reformatus Gimndazium tanira
- alapos kutatémunkaval - kivaléan megoldotta. A segéd-
anyagokat évek oOta 6 4llitja Ossze a versenyz6k szamara,
igy tortént ez ebben az évben is. Felvette a kapcsolatot
Krausz professzorral, majd tobbhénapos munka, egyez-
tetés, a kapcsolatok feltérképezése, interjukészitések
kovetkeztek. Az eredmény egy remek anyag lett, ami
elnyerte a tudds elismerését is, aki igy irt a visszajelzé-
sében: ,Kival6 0sszeallitds, nagyon szépen koszonom.”
Az érdekl6dok megtalaljak az irast a verseny honlapjan:
https://ovegesfizikaverseny.samfules.hu/oveges/2024_25/
irodalom.

A feladatsort mindkét forduldhoz Slezsdk Zsolt fizika-
tanar, szaktanicsadd, az ELFT Altalanos Iskolai Oktatési
Szakcsoportjanak elnoke allitotta dssze, amelyet dr. Ko-
vdcs Ldszlo professzor lektoralt.

A misodik fordul6

A 2025. marcius 25-ei masodik fordulén, a virmegyei,
févarosi dont6n a versenyz6knek Krausz Ferenc életérél
kellett szamot adniuk. A feladat megoldottsaga elmaradt
a varakozastdl, 32%-os lett.

Lévainé Kovdcs Réza a Karcagi Kovats Mihaly Al-
taldnos Iskola nyugalmazott intézményvezetd-he-
lyettese, Ericsson-dijas, Bonis Bona - A Nemzet
Tehetségeiért Eletmiidijas, Ritz Tanar Ur Eletm-
dijas mesterpedag6gus. 2011 6ta irdnyitja az Oveges
fizikaverseny szervezését
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Lévainé Kovacs Réza
az Oveges Fizikaverseny szervezébizottsaganak elndke
E-mail: levaine.kovacs.roza@gmail.com

A két véglet: az 1. feladat 65%-o0s eredménye volt a
legjobb, a 372 megold6 koziil 182 versenyzd tudta, hol és
mikor sziiletett a professzor (1962. majus 17-én, Mdron).
Az 5. feladat 5 pontot ért, 6t tanar nevét kellett felidézni és
a kedvelt tantargyakhoz rendelni. Minddssze 15 didk dol-
gozott hibatlanul, igy ez a feladat lett a legkevésbé eredmé-
nyes, 14%-0s.

Az 5. feladat: gimnaziumi éveire mint élete legszebb
éveire emlékszik vissza Krausz Ferenc. Kiket emlit tana-
rai koziil az iskola 60 éves fenndllasanak alkalmabol ké-
szitett riportban? Ird a tantirgy neve mogé a professzor
tanaranak nevét!

Megoldas:

fizika: _ Cseh tanar ar__

kémia: _ Farkas tanirné__

matematika: _ Klock tanarn6__

német: _ Matrai igazgaté ur__

torténelem: _ Balogh tanarur__

A versenyz6k 60%-a tudta Magyarorszag térképén
bejel6lni Mér helyét (2. feladat).

Az eredményességi sorban a harmadik az 50%-os 4.
feladat: , A képeken Krausz professzor altalinos és ko-
zépiskoldja lathat6. Melyek voltak ezek? Ird a képek ald az
iskoldk nevét!” (Radnéti Miklos Altaldnos Iskola, Mér;
Tancsics Mihaly Gimnazium, Mor).

A 3. feladat 40%-o0s eredményt hozott: ,Altalinos
iskolai és késObbi gimnaziumi osztalytdrsatél, Kohidi
Margittél megtudhattuk, hogy Ferenc nagyon szeretett
sportolni. Mely sportagakat emliti?” (futas, kerékparo-
z4s, pingpongozas).

A 10. feladat 30%-ot hozott: ,Krausz Ferenc szocialis
érzékenysége is kitlinik a tudomanyos vilagban. Milyen
adomanyokkal segitette az altala megalapitott Science-
4People szervezetet?” (a Wolf-dij és a Nobel-dij teljes
Osszegét az S4P-nek adomanyozta).

A 30%-o0s eredményti 8. feladatban a 2023. évi fizikai
Nobel-dijasok nevét kellett felsorolni tigy, hogy a feladat
szovege tartalmazta a tudosok munkahelyét, orszagat
(Pierre Agostini, Krausz Ferenc, Anne L'Huillier).
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Meglepben rossz megoldottsagra (25%) vezetett a
6. feladat: ,,1981 szeptemberében a BME Villamosmér-
noki Kar hallgatéja lett. Ezzel egy id6ében beiratkozott
az ELTE fizikus szakara is. Igy torténhetett meg, hogy
Magyarorszag két legkiemelked6bb tudds tanaranak
tanitvanya is lehetett. Kik voltak 6k?” (Simonyi Karoly,
Marx Gyorgy).

Az eredményességi sor végén a két 20%-os feladat 4ll,
a7.ésa9., feltehetGen azért, mert ezek kicsit a munkas-
saghoz is kapcsolédnak. 7. ,Diplomamunkajanak téma-
jat Juhasz Tibor kollégdja javasolta. Mivel foglalkozott
a dolgozata?” (rovid idejl lézerimpulzusok mérése). 9.
»Krausz professzor 2019-t6]1 Magyarorszagon is kutatast
vezet. Mely kozpontban vezetd és mi a kutatas célja?”
(Molekularis Ujjlenyomat Kutaté Kozpont, vérmintak
molekularis ujjlenyomata).

A harmadik fordul6

A 35. Oveges Jozsef Karpat-medencei Fizikaverseny
méjus 23-25-ei orszagos dontdjének megnyitdjara sze-
mélyesen nem tudott elmenni Krausz professzor, de vi-
dediizenetben lelkesitette a verseny el6tt all6 fiatalokat.
Néhany gondolat a filmbdl:

»-.. EZ a verseny nem csupan egy megmérettetés, ha-
nem egy remek lehet&ség arra, hogy a tudasotokat, 6nma-
gatokat probara tegyétek. Gratulalok mindannyiétoknak,
hogy iddig eljutottatok, hiszen az is hatalmas teljesitmény,
hogy dontésok vagytok! Azt bizonyitja, hogy kivin-
csiak, kitartéak és tehetségesek vagytok. Eppen ezek
a tulajdonsagok viszik elére a tudomanyt. Ez a verseny
nemcsak arrol szol, hogy ki ér el jobb eredményt, ha-
nem arrol is, hogy talalkozhattok olyan didktarsaitokkal,
akiket ugyanuigy lenyt(igoz a fizika, mint titeket. Eppen
ezért ne ellenfelekként tekintsetek egymasra! A terem,
ahol éppen vagytok, tele van olyan fiatalokkal, akikkel
kozos az érdeklédésetek. Némelyikiikbol akar életre
2616 baratok is valhatnak. ... Kivanom, hogy az itt eltol-
tott id6 legyen tele izgalmas kihivasokkal, szerezzetek 1j
tapasztalatokat, és élvezzétek a verseny minden pillana-
tat! Mindenkinek sok sikert kivanok!”

A videoiizenet lejatszdsa a gy6ri varoshdza disztermében, a megnyitén

A versenykiiras szerint , A fizikatorténeti feladat té-
méja: Krausz Ferenc (2023-ban fizikai Nobel-dijat kapott

magyar fizikus) élete, munkassiga a dont6ben kiegésziil
még Oveges Jozsef élete és munkassiga ismeretével.” Eb-
ben az évben az utolsé harom kérdés kapcsolodott Oveges
Jozsef professzor életéhez, munkassagahoz.

Az orszagos dontén ismét a fizikatorténeti feladat volt
a legkevésbé sikeres (a masodik forduléhoz, de a korabbi
orszagos megmérettetésekhez viszonyitottan is), 56%-
os eredményességgel. Pozitivumként kell elkonyvelni,
hogy a 2. fordul6 32%-os teljesitményéhez képest jelen-
tésen jobb ez az eredmény.

A javitobizottsag értékelésébdl néhany gondolat: ,A
megyei megoldashoz képest sokkal tobb magas pont-
szam sziiletett. Néhanyan a kérdésekre valaszolva plusz
informacidkat is irtak. Par versenyz6nél a nevek helyes-
irasa nem volt megfelel.”

Az egyes feladatokban és a teljes versenyen nyujtott teljesitmény. (Az
abran az egyes oszlopok jelentése rendre: teszt, 1. szamitdsi, 2. szami-
tasi, fizikatorténeti, kisérletelemzési, mérékisérleti feladat eredménye,
Osszeteljesitmény.)

A dontén induld 64 tanuld fizikatorténeti felkésziilt-
sége, teljesitménye igen nagy szoérast mutat. Hét-hét {6
ért el 14-15 pontot, 18 és 20 pontos hat-hat versenyz6 lett.
Osszesen tizen maradtak el leginkabb a mez&nytdl, ami
az indulék 15,6%-a.

Az 4bra a versenyz6k szamat mutatja a fizikatorténeti feladatban elért
pontszamok szerint

A szerezhet6 23 pontbdl a legfelkésziiltebb Csikds At-
tila, a budapesti Varosmajori Gimnazium diakja 22 pontot
értel, ezért Szelecz Ldszlonak, a Péri Gveges Jozsef Altala-
nos Iskola igazgat6janak 16000 Ft-os konyvutalvanyat kap-
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ta. Felkészit6je, Kurunczi Sandor tanar Gr az E6tvos Lorand
Fizikai Tarsulat dltal felajanlott konyvet vehette at.

Kozépen a kiilondijas versenyz6, balra a felkészitGje, jobbra a dij fel-

2janldja, ataddja
A feladatsor Krausz Ferencre vonatkozdé része, zar6-

jelben a megoldas:

1. 1962. méjus 17-én, Moron sziiletett Krausz Ferenc.
Milyen jelentés esemény tortént sziiletése el6tt par
nappal? (Az amerikai lézeres Hold-letapogatas.)

2. A képeken Krausz professzor harom jelent4s tanara
lathaté. Kik 6k? Ird a képek al4 a neviiket! (Kiss K4-
roly, Klock Julia, Lang Hugo.)

3. Melyik két egyetemen tanult egyid6ben? (A BME
Villamosmérnoki Karan és az ELTE fizikus szakan.)
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4. 1985-ben a befejezi egyetemi tanulmanyait. ABME-n
diplomat szerez. Diplomamunkajanak témaja a rovid
idejli lézerimpulzusok mérésével foglalkozik. Mit je-
lentett ebben az idében a ,,rovid id6”? Hanyszorosa ez
az attoszekundumnak? (Milliészorosa.)

5. A nagy el6dok. Krausz Ferenc mellett biiszkék lehe-
tlink hazank Nobel-dijjal kitiintetett tuddsaira. Kiket
4dbrazolnak a képek? Ird ald a neviiket! (Szent-Gyor-
gyi Albert, Kariké Katalin, Békésy Gyorgy, Gabor
Dénes, Wigner Jend)

6. A Svéd Kiralyi Akadémia Ggy dontott, hogy 2023-
ban a fizikai Nobel-dijat két tarsaval megosztva
Krausz Ferencnek itéli oda. Mi volt a kutatasi te-
riilletiik, amivel kiérdemelték a dijat? (Az attosze-
kundumos fényfelvillanasok kisérleti el6allitasdért,
amelyekkel az anyagok elektronjainak mozgasa ta-
nulmanyozhatoé.)

7. Egészitsd ki az alabbi szoveget! Krausz Ferenc a ko-
vetkez6képpen magyarazza a vilagon egyediilallé ujj-
lenyomat-kutatdsi modszerét:

»Rendkivill rovid ___ fényimpulzusokat hasznalunk,
amelyekkel _ a vérmintat. Ez a fényimpulzus meg-
gerjeszti a molekuldt, és a molekuldk sok frekvencian
rezgésbe jonnek, amelyek jellemz6ek a ___. Olyan ez,

mint a hangvilla vilasza, ha megpenditjiik.
A gerjesztésre adott valaszt nevezhetjilk a
vér molekularis ___. Ezt a jelet tudjuk nagy
érzékenységgel mérni az __ méréstechnika
segitségével.” (A kiegészités rendre: infravo-
ros, atvilagitjuk, molekulara, ujjlenyomata-
nak, attoszekundumos)

Osszegzés

A 2024-25-6s tanév Oveges versenyének mot-
téja: ,A kisérlet igazolta a varakozasunkat.”
Oveges professzor népszerii gondolata nem
allta meg a helyét az idei fizikatorténeti feladat
vonatkozdsiban. A szervezdbizottsag abban
bizott, hogy a 2023-ban fizikai Nobel-dijat
kapott magyar fizikus élete és munkdassiga
felkelti a tanuldk érdekl6dését és alaposan
felkésziilnek a 2-3. forduléra a kiadott se-
gédanyagbol. Az eredmények nem igazoltdk a
varakozasunkat. A dontébe jutottak a virme-
gyei fordul6hoz képest tobbet foglalkoztak a
fizikatorténeti feladatokra valo felkésziiléssel,
de még nem eleget. Felvetddik a kérdés, meg-
felel6 volt-e a témavalasztis. Mindenképpen
igen, hisz legalabb ezek a gyerekek foglal-
koztak a kiadott segédanyaggal, ismerkedtek
a Nobel-dijas fizikussal, néhiny informaciot
megjegyeztek az életérdl, olvastak a munkds-
sagarol. Ha Krausz Ferenc példaja motival par
versenyzGt a jovében, és a fizika felé oriental
a palyavalasztdsnal, akkor mar megérte a be-
fektetett munka, a raforditott energia.
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MEGHIVO

Az Eotvos Lorand Fizikai Tarsulat
kiildottgydilésére

az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem
Déli éplilettomb 0.803-as Szabo Jozsef termébe.
Budapest XI. Pazmany Péter sétany 1/C

2026. majus 16. szombat 10:00 6rara

Ha a kildottkozgylés a meghirdetett id6pontban nem lenne hatarozatképes, akkor 10:30-ra ismét
0sszehivjuk, és a kiildottgydlés a napirend el6tti szakmai el6adas utan kezdi meg a munkajat.
Az ily médon ismételten 6sszehivott kiildottgytlés hatdrozatképes, tekintet nélkiil a megjelent
kildottek létszamara.

A kiildéttgytilés hagyomdnyosan napirend elétti szakmai el6addssal kezd6dik 10:00 érakor.

Dr. Csonka Szabolcs
BME Fizika Tanszék

»A 2025. évi Fizikai Nobel-dij: a makroszkopikus kvantumos alagutazastél a kvantumszamitégépek felé”
cimmel tart el6adast

Az ELFT elndksége a kdvetkez6 napirendi pontokat javasolja a kiildéttgytilésnek:

A Térsulat elnokének megnyitéja

A napirend elfogadasa

A Szavazatszamlalé Bizottsag és a jegyzékonyv-hitelesiték felkérése
Fétitkari beszamolé

4.1. ATarsulat 2025. évi kdzhasznusagi jelentése
4.2. ATarsulat 2026. évi koltségterve

A Felligyel6bizottsag jelentése

Vita a 4., 5. pontokrdl és nyilt szavazas pontonként
A Tarsulat dijainak ataddsa

Egyebek

. Zarszo

B

© ® N o w;

A kuldottgydlés nyilvanos, azon barki részt vehet. A vitakban a Tarsulat tagjai részt vehetnek,
felszélalhatnak, de a szavazasban csak a terlleti és szakcsoportok altal megvalasztott,
kuldéttigazolvannyal rendelkezé kiildottek vehetnek részt.

A kiildottek a kiildottigazolvdnyukat a jelenléti iv aldirdsakor a helyszinen,
a regisztrdcio alkalmdval tudjdk dtvenni!









