A 2005-2008-as OTKA periédus soran komplex atomerémikroszkopiai és
abszorpciokinetikai méréseket végeztunk kulénb6z6 bioldgiai objektumokon:
sejteken, membranokon, fehérjéken, oligonukleidokon, stb. F& célunk a bioldgiai
objektumok szerkezete és mukddése kdzti kapcsolat tisztazasa. Az eredményeket
nemzetkdzi folydiratokban kézoltik. Ebben a periédusban 16 megjelent és 2
bekuldott cikk készult el. A mar megjelent cikkek impakt faktora 37.2.

A 2005-6s év soran atomerd mikroszkdpos kisérleteket végeztink €16 agyi
endotél sejteken, amelyek az agyban a vér-agy gatat alkotjak Ez megakadalyozza,
hogy idegen anyagok jussanak a vérkeringésbdl az agyba. Megvizsgaltuk ezen
sejtek valaszat a 0.5 M-os mannitol kezelés hatasara, amelyrél ismert, hogy
megnyitja a vér-agy gatat. Kimutattuk, hogy a kezelés hatasara a sejtek ozmotikusan
folyadékot veszitenek. Térfogatuk, valamint rugalmassagi allandojuk csokken.
Valdszinlleg ennek hatasara megsziinik a membranban levé szoros kapcsolatot
létrehozé fehérjék kozotti kdlcsdnhatas. A mannitol hiperozmotikus hatasat az
endotél sejtekre, cikkben k6zoltiik (Eur. Biophys. J. 2007, 36. 113-120).

A kdvetkez6 évben méréseinket, mas kémiai anyagok él6 sejtekre gyakorolt
hatasanak a vizsgalataval folytattuk. Megfigyeltik a kalcium megvonas hatasat az
endotél sejtekre és ennek a folyamatnak a reverzibilitasat, a kalcium kocentracio
visszaallitdsa utan. A kalcium megvonas hatasara, az eredetileg konfluens
kulturaban, a sejtek k6zo6tti kapcsolatok nagyon gyorsan megszakadnak. A
visszaadott kalcium hatdsara a sejtek k6zotti kapcsolatok par éra alatt helyreallnak. A
sejtek mozgasat a kapcsolatok helyreallasa folyamataban, sorozatkép készitésével,
kdvetni tudtuk. A kdvetkez6ekben végigvittik, a megkezdett tanulmanyt, melyben a
kalcium megvonas hatasat vizsgaltuk az endotél sejtekre. Kimutattuk, hogy kalcium
megvonas hatasara a konfluens sejtkulturaban a sejtek kdzti kapcsolat nemcsak
hogy felszakad hanem az eredetileg hosszukas sejtek gdmbszer(ivé alakulnak és
megvaltozik mechanikai rugalmassaguk. A kalcium visszaadaskor a sejtek
reverzibilisen visszanyerik eredeti alakjukat, kapcsolataikat és mechanikai

tulajdonsagukat. A munka eredményeit egy orvosi folyoiratban kdzoltik le (Phys.



Med. Biol. 2007, 52. 6261-6274). Ez a munka az elkdvetkez6 években is folytatddik,

mas anyagoknak az endotél sejtekre gyakorolt hatasanak a vizsgalataval.

Szén nanocsovekkel végzett mérésink soran kimutattuk, hogy a fotoszintetikus
reakciocentrumok kétédnek az egyfalu szén nanocsdvekhez és ez a kdtédés hosszu
idére stabilizalja a reakciocentrumok mikodését. A megkezdett munkat, a szén
nanocsovek és a fotoszintetikus reakciécentrumok kdzotti kdlcsonhatasrdl, a
kdvetkez6 évben folytattuk. Az eredményeinket cikkben feldolgoztuk (J. Phys. Chem.
B. 2006, 110. 21473-214479). Az eredmények nemcsak elméleti szempontbal
igéretesek, hanem U] biotechnoldgiai alkalmazasok lehetéségét is elbrevetiti.
Tulajdonképpen a fotoszintetikus reakciécentrum, szén nanocsé komplex Uj

biotechnoldgiai anyagnak igérkezik.

A reakciocentrumok mukodését vizsgaltuk a fiziologiailag fontos
foszfolipidekbdl készult vezikuldkban is. Kimutattuk, hogy a foszfolipideknek
specifikus szerepUk van a reakciécentrumok mikodésében. Kovettik a fény altal
gerjesztett reakciécentrumok kinetikai allandéinak valtozasat a minta
hédmérsékletének a fliggvényében, amibdl a folyama termodinamikai paramétereit
tudtuk meghatarozni. Az eredményeinket cikkben foglaltuk 6ssze (Bioelectrochem.
2007, 70. 18-22).

Egyes oligonukleotidok csillam fellletére torténd kotédésének a vizsgalatanal
medgfigyeltik, hogy nagyon nagy higitasnal sajatos, fonalszer( strukturak jelennek
meg, amelyek valészinlleg az oligonukleotidok egymashoz kapcsolédasabol
alakulnak ki. Vizsgaltuk az oligonukleotidok 6nszervezdédését csillam feluleten és az
onszervez6dés lehetdségét kulonbozd kilsé kordlmények figgvenyében, mint
példaul a pH, ionerésség, felllet minésége, koncentracié. Tisztaztuk a kulsé
kdrulmények szerepét az dnszervez6dés kialakulasara. Egy nagyon fontos kritérium
az 6nszervezddés soran, hogy az oldatban minél kevesebb so legyen és a pH-ja 3.3
és 4 kdzott legyen. A megfigyeléseinket cikkben lekdzoltuk (J. Phys. Chem. C. 2007,

111. 17032-17037). Az dnszervezddés folyamatanak a feltérképezése szerepet



jatszhat az élet eredetének a megértésében. Az élet kialakuldsakor az
informaciokodold nukleinsav lanc, feltételezések szerint a montmorillonit agyagon
alakulhatott ki. A csillam kémiai 6sszetétele nagyon hasonlit ezen agyag

Osszetételére.

Tanulmanyoztuk az oligonukleotidok és egy specifikus peptid az SV40
nuclearis lokalizacids szignal peptid kotédését és ennek hatasat az oligonukleotidok
fuggvényében medfigyeltik az anyag kicsapddasat a szignal peptidre egy jol
meghatarozott koncentracional (20 uM). Megfigyeltik a szignal peptid mukddését
ezen korulmények kozott. A munkat egy cikkben tettuk publikussa (Arch. Biochem.
Biophys. 2006, 454. 146-154)

Elkezdtik kifejleszteni azt a méréstechnikat, amely soran a méré tire kapcsolt
feszlltséggel feltérképezhetjik a minta lokalis dielektromos allandojat. Ehhez egy
specialis feszultségszabalyozét és arammérét készitettlink. Elkezdtlk a szaraz
bakteriorodopszin mintadkon a méréseket. Egyeldre ez a kisérletsorozatunk nem jart
eredménnyel. Nem talaltuk meg azokat a paraméter értékeket, amelyeknél mérhet6

ez a fizikai allandé. A kisérletek folytatédnak a kozeljovében.

Tanulmanyoztuk a hidrogén-deutérium kicserél6dés hatasat a retinal fehérjék
fotociklusara. Két retinal fehérjétt tanulmanyoztunk alaposabban, a proteorodopszint
és a pharaonis halorodopszint. Az elvégzett mérések alapjan valészindsitettuk, hogy
a pharaonis halorodopszin azid jelenlétében hidroxid iont szallit a sejtfalon keresztul,
szemben az eddig feltételezett protonnal. Megvizsgaltuk a kulénb6zd halid ionok
hatasat a pharaonis halorodopszin fotociklusara. A halorodopszinon végzett
méréseinkbdl két cikk jelent meg (J. Photochem. Photobiol. B. 2005, 79. 145-150; J.
Photochem. Photobiol. B. 2006, 82. 16-20,)

Vizsgalatokat kezdtiink a bakteriorodopszinnal, hogyan befolyasolja a

fotociklust, ha a két modon készult retinal hianyos, ,fehér” membranokhoz



visszaadjuk a retinalt, hogy a bibor membranokat rekonstrualjuk. Kimutattuk, hogy a
fakitott és retinal visszakotott bakteriorodopszin fehérje, az irodalmi adatokkal
ellentétben komoly kinetikai valtozasokat szenved. Bar a fotociklus soran mindig
ugyanazok a kdztes allapotok jelennek meg, ezek kinetikaja fugg a membranok
kaldonboz6 kémiai anyagokkal vald kezelésétél. Az eredményeinkrdl egy cikkben
szamoltunk be (J. Photochem. Photobiol. B. 2007, 85. 140-044).

Kimutattuk, hogy az orientalt bakteriorodopszin a fénygerjesztés soran
terrahertzes sugarzast bocsajt ki. Ez a sugarzas a fehérjében létrejové nagyon gyors,
elsddleges toltésszeparaciobdl szarmazik és tobb fazisbdl all. A kisérletek leirasa
mellett a jelenség elméleti magyarazatat is megadtuk. Ezen elmélet felhasznalasaval
a sugarzas egyik komponense az elsédleges protonmozgassal volt azonosithaté. Az
eredményeket egy cikkben irtuk le (Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 2008, 105. 6888-
6893).

Abszorpcidkinetikai és elektromos jel méréseket végeztink, egy ujonnan
felfedezett retinal fehérjén, a leptospheria rodopszinon. Ez a retinal fehérje az
eukariota Leptospheria maculans-ban talalhato. A bakteriorodopszinhoz hasonléan
protont pumpal a sejtfalon keresztul. Méréseink segitségével meghataroztuk azt a
toltés mozgast, ami akkor jon létre, amikor a fotociklusa soran ez a fehérje is toltést
szallit a membranon keresztul. Ami érdekes, hogy leptospheria rodopszinnal csak
negativ elektromos jelet tudtunk mérni, szemben a bakteriorodopszin kétfazisu
elektromos jelével (Dig. J. Nanomat. Biostruct. 2007, 2. 265-269).

Elkezdtik egy masik frissen felfedezett retinal fehérje a xantorodopszin
fotociklusanak a tanulmanyozasat is. Ennek a fehérjének az érdekessége, hogy
rendelkezik egy xantin antennaval, ami nagyobb kvantumhatasfokot eredményez a
mukddése soran. A xantinnak a bakteriorodopszin retinaljanal révidebb
hulldmhosszon van az abszorpciés maximuma. Az altala elnyelt foton enerrgiajat
Forster féle energiatranszferrel atadja a retinalnak, ahol ez protonmozgato erévé

valik. Ezt a munkat a kulfoldi partner, Lanyi K. Janostél kapot membran



preparatumon végezzuk, az § iranyitasa segitségével. A kisérleti munka nagyrésze

mar lezarult. A eredmények feldolgozasa folyik.

Az atomerd mikroszkdpiaban egy Uj technikat dolgoztunk ki a retinal fehérjek,
mint példaul a bakteriorodopszin konformaciovaltozasanak a vizsgalatara. A fehérjét
a méré tl rugdlapkajara orientaltan rakatjuk le, kiils6 elektromos tér segitségével.
Megvilagitas soran mukodésukbél kdvetkezben a fehérjék konformaciévaltozast
szenvednek és az elmozduld fehérjék elhajlitjiak a rugolapkat. Ez a mozgas az
atomerémikroszképos méréstechnikaval nagyon jél mérhetd és jellemzi a
konformaciovaltozast, vagyis a térfogat ndvekedést vagy csokkenést. Polaros fénnyel
valb gerjesztés segitségével meghataroztuk a konformaciovaltozas iranyat a retinal
tengelyéhez viszonyitva. Bakteriorodopszin esetében kimutattuk, hogy a
konformaciovaltozas iranya fugg attél, hogy a retinal fehérje transzporttald, vagy nem
transzportalo fotocikluson megy keresztll. A kisérleteinket cikkben leirtuk (Langmuir
2007, 23. 7225-7228) és bemutattuk egy nemzetkdzi konferencian (International
Symposium on Retinal Proteins: Experiments and Theory, September 23-26, 2007,
Bremen, Germany). A munkat tovabb folytatjuk, kiterjesztve vizsgalatainkat savas
bibor és mutans bakteriorodopszinra, valamint mas retinal fehérjékre. Ezaltal
tisztazhato lesz a konformaciévaltozas és a kilonbdz6 ionok pumpalasa kozti

kapcsolat.

Atomeré mikroszkoppal tanulmanyoztuk a Bradyrhizobium japonicum,
nitrogénfixalé baktériumot. A baktérium szimbidzisban él a sz6ja névénnyel. Egy
mutans tdrzset a vad tipusuval hasonlitottuk 6ssze. Ugy a sejt alakjaban, mint a sejt
rugalmassagaban jellegzetes valtozasokat figyeltink meg a mutacié hatasara. Az
atomer® mikroszkopos mérésekkel parhuzamosan mas analiziseket is végeztlnk,
amely soran egy Uj toxin-antitoxin komplexet sikerult kimutatni a baktériumban. A
tovabbiakban prébaljuk megérteni a valtozasok hatasat a sejt mukoédésére. Ehhez,
kaldonb6z6 anyagokkal kezelve a sejteket, vizsgaljuk a létrejovd alaki és mechanikai
valtozasokat. Az eddigi medfigyeléseinket egy cikkben irtuk le (Mol. Plant Microbe
Int. Bekiildve 2009).



Foglalkoztunk plazmid DNS-ek vizsgalataval is. Célunk a plazmid DNS
enzimatikus kezelése soran létrejovo kilonbozé konformacidk feltérképezése és a
molekularis események megértése. Tisztaztuk azokat az AFM leképezési

paramétereket, amelyek biztositjak a plazmid DNS-rél alkotott j6 min6ségl képeket.

Egy yj tertlet a szilard hordozo fellleten Iétrehozott mesterséges membranok
és az ezekhez kotott fehérjék tanulmanyozasa. Ezek poli-L-lizin és poli-L-
glutaminsavval kezelt csillam felUleten létrehozott lipid kettésrétegek. Intézetliinkben
kidolgoztak a technikat, hogy a membranok, a csillam molekularisan sima, nagy

feluletén egyenletesek legyenek.

Elsé alkalmazasként megvizsgaltuk az indolicidin hatasat ezekre a
membranokra. Az indolicidin egy 13 aminosavbdl allé antibakterialis peptid. A peptid
nagy részét triptofan (5 db) és prolin (3 db) alkotjak. Antibakterialis
hatasmechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Sikertlt AFM képet alkotni arrdl,
ahogy az indolicidin, aranylag alacsony koncentracioban, tonkreteszi a mesterséges
membran kettésréteget. Vizsgaltuk a hatas megjelenésének koncentraciofliggését és
kinetikajat. Erdekes megfigyelés, hogy a fehérjével szorosan pakolt bibor membrant
csak az élein tudja megtamadni. Ezekrdl a kisérletekrél egy cikkben szamoltunk be
(Eur. Biophys. J. bekuldve 2009).

Vizsgaltuk a kazeinnak a mesterséges membranon valé kotédését és a
kalcium kloridnak valmint a foszfatnak a hatasat ugy a membranra, mint a megkotott
kazeinre is. A kazein és a foszfat membranhoz kétédése soran nem valtoztatta meg
a membran mechanikai tulajdonsagat, mig a kalcium keményitette a membrant.
Ezen megfigyeléseket az ATR-FTIR spektroszkopiai mérésekkel 6sszekapcsolva

értelmezni lehet a kazeinnek a membranokkal torténé kolcsdnhatasat.

A retinal fehérjék kutatasaban létrejott nemzetkdzi kollaboracio soran két

munkat emlitenék meg. Az egyik soran a kuls6 elektromos térnek a fotociklusra



gyakorolt hatasat vizsgaltuk, bakteriorodopszin orientalt és nem orientalt szaraz
mintakon. A kuilsé tér befolyasolja a fotociklus menetét, mivel hat a kdztes allapotok
kdzotti energiabarrierre. Ezt a hatast modelleztik és illesztettik a mérési
erdményekhez (Eur. Biophys. J. 2007, 36. 199-211). Ezt a munkat litvan kutatokkal

kdzosen végeztuk.

A masik egyuttmikddési munkaban a bakteriorodopszint, mint integralt
aramkori elemet vizsgaltuk. SikerUlt bakteriorodopszin-n szilicium- fémoxid csatorna
FET fotoérzékel6t 1étrehozni és a mikodési paramétereit meghatarozni (Optics Lett.
2007, 32. 500-502). A munkat az Ann Arbor, Michigan egyetem kutatécsoportjaval
kdzosen végeztik. Egyre tobb ilyen alkalmazas mutatja, hogy a bakeriorodopszin

igéretes anyag a biotechnoldgia és ezen belil is féleg a bioelektronika tertletén.



