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1. fejezet
A kutatas motivacidja

A maldria fertézés ma is népbetegségnek szamit Afrikdban, Azsidban és Dél-Amerikaban.
Ezt bizonyitja a tény, hogy évente mintegy 300 millié6 megbetegedést regisztralnak, melybdl
hozzavetdleg 1 milli6 haldlos kimeneteld [1]. A globdlis felmelegedés kovetkeztében az érintett
teriiletek szdma novekszik: a dél-eurdpai régid veszélyeztetetté valt és hazankban is tobb helyen
taldltak mar maldria szinyogot [2]. A malaria kérokozdk gydgyszerekkel szembeni egyre no-
vekvd immunitisa miatt a megbizhat6 diagnozis 1étfontossagui. A fejlédd orszagokban azonban
a ma haszndlatos diagnosztikai technikdk rendszerint tal koltségesek, kis érzékenységiliek, vagy
megfeleld orvosi szakértelem hidnydban nem kivitelezhetéek. Ezért nagy szamban 1épnek fel
rosszul diagnosztizélt esetek, melyek silyos kévetkezményekkel jarnak.

Kutatdsom sordn egy alternativ, széles korben alkalmazhat6 optikai diagnosztikai eljaras
lehetdségét vizsgaltam, mely a maldria vérben felhalmoz6d6 melléktermékének, az in. hemo-
zoin kristdlyoknak (kdzismert néven maldria pigmentnek) megjelenését mutatna ki. Mivel ezen
szerves molekulakristdlyok csak a malaridval fert6zott egyének vérében talalhatok meg, és kon-
centracidjuk a fert6zés elérehaladdsaval egyre novekszik, igy megfeleld célpontot nyudjthatnak
a maldria diagndzisban. A hemozoin kristalyok tulajdonsdgai — kristalytani, illetve morfol6giai
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anizotrépidjuk kovetkeztében fellépd linedris dikroizmus, valamint a benniik 1év6 vas ionok
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magas spind allapotabodl fakad6 paramdgneses viselkedés — felvetik a magneto-optikai mérés-
technikdval torténd detektalds lehet6ségét.

Részt vettem egy linedris €s cirkuldris dikroizmus széles spektrumud mérésére alkalmas ki-
sérleti berendezés Osszedllitdsdban. A tipikusan mikronos méretii — szintetikus tton eldallitott —
hemozoin kristalyokbdl vizes szuszpenziét készitettem, és megmértem a magneses tér altal in-
dukalt linedris dikroizmusét a kozeli infravorostdl az ultraibolya tartomanyig (A=1300-170nm).
A karakteres spektrélis viselkedés mellett azt tapasztaltam, hogy az effektus ardnyos a hemo-
zoin koncentracioval és specifikus magneses tér fiiggést mutat. Eredményeim megerdsitik egy
magneto-optikai elven miikodo nagy érzékenységii diagnosztikai eszkoz kifejlesztésének lehe-
t6ségét, melynek pontossidga megkozeliti a laboratériumi méréseim szintjét. Az eszkdz prototi-

pusdnak megépitése jovObeni terveim kozott szerepel.



2. fejezet

A malaria diagnosztizalasanak lehetosége
optikai aton

2.1. A malaria

A maldria fert6z¢€s kivaltéi az emberben a Plasmodium nemének 6t kiillonboz6 fajdba sorolt
parazita egysejtiik. Ezek koziil a legveszélyesebb a Plasmodium falciparum. A Plasmodium vi-
vax, Plasmodium ovale és Plasmodium malariae enyhébb lefolydsu megbetegedéseket okoznak
és éltaldban nem haldlosak. A Plasmodium knowlesi, mely a makakokrdl terjedhet 4t embe-
rekre, elsGsorban dél-kelet Azsidban jellemz8. A maldria fertSzést a féként trépusi éghajlaton
honos Anopheles szinyog ndstény egyedei terjesztik, melyek els6dleges gazdatestet biztosita-
nak a maldria kérokozoknak. A parazitdk a sziinyog testében fejlédnek és szaporodnak, majd az
Ujabb fert6zésre képes maldria sporozoitdk egy kovetkezd sziinyogcsipés sordn az emberi vér-
aramba keriilnek. A sporozoitdk — még mieldtt az immunrendszer képes lenne ket antitesttel
elpusztitani — 5-10 percen beliil eljutnak a mdjba, €s megtamadjak a mdjsejteket. A méjon beliil
gyors szaporodasba kezdenek, és a mdjsejtek pusztuldsa kdzben tobb millié tn. merozoitat jut-
tatnak djra a vérkeringésbe. Ezek a vorosvértesteket célozzdk meg, ahol aszexudlis tton tovabb
szaporodnak, kdzben megemésztve a hemoglobin fehérjeszerkezetének nagy részét. Csupén ek-
kor tapasztalhatok a betegség els tiinetei. Periodikus id6k6zonként a merozoitdk kitdrnek a
gazdatestjeikbdl, és Uj sejteket timadnak meg. Ez a periodicitds, melyet nyomon kovethetiink
a (2.1) abrén, jelentkezik a betegség tiineteiben is: a fert6zést ugyanis ciklikusan fellépd, 4-6
Orén 4t tarté magas 1az kiséri, ezért a maldriat gyakran valt6laznak is nevezik. Tovébbi tiinetek
a fejfédjas, faradékonysag, iziileti fajdalmak, komolyabb esetekben a fert6zés kémahoz, halal-
hoz vezethet. A vorosvértestekben 1évé merozoitdk egy része szexudlis stidiumba jut, melyek
alkalmasak djabb sziinyogok megfert6zésére, ily médon a betegség tovabbterjesztésére.

A maldria diagnosztizalasara jelenleg tobb eljards is haszndlatos [3]. A fejl6do orszagokban
azonban, ahol a megfeleld laboratériumi koriilmények nem adottak, a legelterjedtebb médszer
ma is a pusztan tiinetek alapjan torténd diagndzis. Legtobbszor a beteg testhdmérsékletének
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2.1. abra. A maldria életciklusai. 1. A maldridval fertozott sziinyog csipése révén a sporozoitdk
bekeriilnek a vérdaramba. 2. A parazitdak a mdjban szaporodnak és tin. merozoitdkat képeznek.
3. A merozoitdk kitornek a vérdramba és megemésztik a vorosvértesteket, majd periodikus ido-
kozonként ujakat tamadnak meg. 4. A vorosvértestekben valo szaporodds sordn ujabb ivaros
parazitdk (gameocitdk) is keletkeznek, melyek a vérdaramba keriilnek. 5. Egy tijabb sziinyogcsi-
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pés sordn a gameocitdk a sziinyog testébe keriilnek, amely tovdbbterjeszti a fertozést.

idobeli véltozasat figyelik, és az alapjan kovetkeztetnek a betegségre, szimos esetben hibdsan.
Ezen tiineti diagn6zis pontossdga csupan mintegy 20%-ra becsiilhetd.

A legmegbizhat6obb eljards a betegt6l vett vérminta fénymikroszképos elemzése. A parazitdk
egyes fajtdi felismerhetdek a vérben, valamint egymastdl is j6l megkiilonboztethetSk. Nagyobb
térfogatu vérminta vizsgalatakor a fert6zottség konnyebben és pontosabban megallapithatd, de
a plazmddium fajta csak vékonyabb filmréteg elemzésével ismerhetd fel. Egy képzett szakem-
ber képes 0,0001%-os parazitémidt is detektdlni, ami mir a megbetegedés korai stddiumdnak
megallapitdsdra is alkalmas. A parazitémia szintje a fert6zott vorosvértestek szdmaranyét je-
lenti. A fenti szdm dtlagosan 5 parazitat jelent 14l vérben, ez a hemozoin koncentracidra nézve
¢ = 0,003ug/ml [3]. Sajnos a megfeleld infrastruktira és szakértelem hidnydban ezen médszer
éppen az érintett régidkban nem terjedt el.

Léteznek — a fenti médszerrel szemben — konnyen elérhet, kereskedelmi forgalomban kap-
haté maldriat diagnosztizdlo tesztek. Ezek antigén segitségével mutatjdk ki a fert6zést egy
csepp vérben, melyet a beteg magatdl vesz. A teszt eredménye kb. 15-20 perc alatt jelenik
meg olyan formdban, hogy azt egy nem hozzaértd is értelmezni tudja. A héatranya a modszer-
nek, hogy a kimutatds kiiszobszintje sokkal magasabbra, kb. 0,002%-0s parazitémidra tehetd
(azaz ¢ = 0,06ug/ml, vagy 100 fert6zott vorosvértest 1ul vérben). A teszt tovdbbd csak a ma-
laria fertdzottség 1étét tudja kimutatni, annak el6rehaladottsdgat nem. Ezen un. gyors maldria
diagnosztikai tesztek (MRDT), bar konnyen megvasarolhatdak, druk még mindig tdl magasnak
szamit a szegényebb teriileteken.



Jelenleg tobbféle malariat megel6z0, illetve gydgyitd készitmény van forgalomban, azonban
a védooltas kifejlesztése még varat magdra (az a maldria elleni oltds, melyet a veszélyeztetett
régidba utazva kapunk, nem alakit ki immunitdst, csak rovidtava védelmet biztosit) [6]. Ezen
gyogyszerek sajnos nem minden esetben hatékonyak, koszonhetden a parazitdk egyre novekvd
tolerancidjanak. Ennél fogva a helyes diagnézis kiilonos fontossaggal bir, ugyanis a gyégysze-
rek talzott, illetve felesleges hasznélata nemcsak koltséges, de a korokozok rajuk valé immuni-
tasdnak kialakuldsahoz, ezéltal potencidlisan tényleges megbetegedéshez vezethetnek [5].

A tovédbbiakban egy alternativ diagnosztizaldsi médszer alkalmazdsdnak lehet6ségét vizs-
gdlom meg, mely a fert6zési mechanizmus sordn keletkezd hemozoin optikai uton torténd ki-

mutatdsara irdnyul.

2.2. A malaria pigment tulajdonsagai

A maldria fert6zés egy specidlis mellékterméke a fert6zott vérében felhalmoz6do un. he-
mozoin, kdzismertebb nevén maldria pigment. Ezen tliszer(i kristdlyok kialakuldsa a parazi-
tdknak koszonhets. A hemoglobin megemésztése soran ugyanis a heme-komponensbdl (Fe!l-

HI_protoporphyrin) molekuldk szabadulnak fel,

protoporphyrin) monomerikus ca-hematin (F'e
melyek — nagy reakciokésszégiiknél fogva — toxikusak a parazitdkra nézve. A koérokozok ké-
pesek ezen molekuldkat kémiailag k6zombos hemozoinna ((5-hematinnd) alakitani, melyek a
vérben oldhatatlan kristdlyokként csapddnak ki. Az a-heamatin egy heterogytriis molekula
(porphyrin gyfir(i), melynek kdzponti eleme egy F'e3t ion (2.2 a dbra).

Hemozoin képzdédésekor a porphyrin gytirtik dimereket alkotnak a kdzponti vas ion és a
szomszédos molekula oldallancdnak oxigén atomja kozott 1étrejovo kotések kialakitasdval (2.2
b, ¢, d abra). Ezek a dimerek hidrogén kotések révén polimerizalédnak [7]. Az Osszekap-
csolédott dimerek egy alacsony szimmetridju, triklinikus kristalyszerkezetet képeznek. Ezek
a hosszukds, tliszer( kristdlyok egyenként kb. 5-10 millié6 heme molekulat tartalmaznak [8]. A
kiilonbdz6 plazmédium fajok altal eldéllitott hemozoin kristdlyok szerkezete azonos, morfold-
gidjuk azonban kis mértékben eltérd, mint ahogy a 2.3 dbran bemutatott elektronmikroszko-
pos felvételeken is lthaté. Egy-egy hemozoin kristély tipikus mérete kb. 10021002500nm?,
azaz egyik irdnyban jelentdsen nagyobb kiterjedésiliek, mint a masik kettGben (ezen hozzdve-
téleges értékek a kristdlyok nem teljesen homogén méreteloszldsa, valamint a kristdlyok nove-
kedési kornyezetétdl fiiggé morfoldgia miatt egy vizsgalt kristdlyhalmaz esetén akar 50%-os
szOrdst is mutathatnak). Az egy darab S-hematint tartalmazé elemi cella méretei: a = 1, 22nm,
b =1,468nm és ¢ = 0,804nm, a = 90,22°, § = 96.80° és v = 97,92° [9]. Az elemi cella
térfogata tehdt kb. V. = 1,4nm3. A S-hematin molaris tomege M = 1303, 88¢g/mol.

Ez az alakbeli és kristdlyszerkezeti anizotrépia hatdssal van a kristdlyok optikai tulajdonsa-
gaira és jelentGs polarizacids effektust eredményezhet. Egyrészt megnyilvanulhat, mint lineéris
dikroizmus, illetve kettdstorés, azaz a fény elnyel6dése és torése polarizacid fiiggdvé valik.

Masrészt, mivel a kristaly méretei 6sszemérhetdek a lathat6 fény hulldimhosszdval, polarizacio-
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2.2. &bra. a) Porphyrin gyiliri, kozpontjdban Fe3t ionnal. b) Hematin dimerek képzddése egy
kozponti vas ion és a szomszédos molekula oldalldncdn lévd oxigén osszekapcsoloddsaval. c)
A dimerek hdrom dimenzios kristdllyd valo polimerizdloddsa hidrogén hid kialakitdsdval. d)
Hemozoin kristdly hdrom dimendzios szerkezete [8]. Az [131] kristdlysik, amlely hozzdvetdleg
pdrhuzamos a hematin gyiiriikkel, a lap sikjaban van.

fliggd fényszorast is varunk. Ez a hdrom polarizacios effektus keveredik, de a kdvetkez6kben
az egyszerliség kedvéért linedris dikroizmusként tekintek a jelenségre. Az egyes effektusok el-
kiilonitése kés6bbi terveim része. Erre példaul a méréberendezésben a minta utdn elhelyezett
gytjtélencse numerikus apertirdjanak valtoztatdsdval lehet kovetkeztetni. Ha a jelenségben a
fényszoérds domindl, akkor a numerikus apertira novelésével csokken az észlelt polarizacios
effektus mértéke.

A hemozoin kristadlyok masik jellegzetessége, hogy a hematin molekulak kézpontjdban 1év6
vas ion magas spindi (S = 5/2), paramdgneses éllapotban taldlhaté. Ezt a hemozoinon mért ESR
és Mossbauer spektrumok finomszerkezetének vizsgalatdval allapitottdk meg [10]. Az alacsony
szimmetridju kristalyszerkezet kovetkeztében, illetve kis méretiik €s hosszikas alakjuk miatt
feltételezhetd, hogy a hemozoin kristdlyok magneses anizotropidt is mutatnak, azaz a paramag-
neses szuszceptibilitdsuk eltér a kristdly kiilonbozd tengelyei mentén. Ennek kovetkezménye,
hogy létezik egy un. konnyl médgnesezési tengely, melynek irdnydban 4ll6 kiils6 térrel mag-
nesezve az anyagot, nagyobb mdgnesezettség érhetd el, mint mds irdnyokban. Ezért, ha egy
szuszpenzidban (pl. a vérben) a hemozoin kristadlyok szabadon elfordulhatnak, akkor az ener-
giaminimumra val6 torekvés révén — egy kiils6 méagneses tér bekapcsoldsa utan — igyekeznek a
konnyli magnesezési tengelyiikkel a tér irdnya felé fordulni. A rendezddés mértékét a mégne-
ses tér er6ssége, valamint az ezt a rendet szétverni igyekvd fluktudciok (h6mozgas) nagysdga

hatdrozza meg.



2.3. dbra. Kiilonbozd Plazmodium fajtdaktol szarmazo hemozoin kristdlyok elektronmikroszkopos

A

képe [8]. A: szintetikus ititon elddllitott 5-hematin, B: hemozoin Pfalciparumbdl, C: P.ovalebdl,
D: Pvivaxbol, E: Pmalariaebdl, F:P.brasilianumbol, G: P.knowlesibél, H: P.yoleiib6l. A mé-
retskdldt jelolo fehér szakaszok egységesen 200nm hossziiak.

Ha tehat kiils6 médgneses térrel egy irdnyba rendezziik a kettdstoré hemozoin kristdlyokat a
szuszpenzidban, akkor varhatéan a koncentracioval ardnyos dikroizmus Iép fel. Ez lehetGséget
biztosit arra, hogy egy fénynyaldbot 4tbocsitva az szuszpenzion, megmérjiik annak mégnese-
sen indukalt linedris dikroizmus (LD) spektrumdt. Mivel a vérben kizdr6lag a hemozoin bir a
fenti jellegzetes tulajdonsdgokkal — azaz nincs més olyan véralkotd, mely méagnesesen indukalt
linearis dikroizmust mutatna —, a modszer alkalmas lehet a hemozoin kimutatasara és koncent-
raciéjanak mérésére, ezdltal a maldria diagnosztizdl4sara.

Mivel a hemozoin kialakulédsa a parazitak tiléléséhez sziikséges, a ma hasznélatos maldria
elleni gyodgyszerek (foként klorokvin és kinin) legtobbszor a hemozoin képzddését gatoljak
a hematin molekuldk koté gyokeihez vald kapcsolddés révén [4]. A P.falciparum azonban —
mutacid kovetkeztében — egyre novekvd teriileten mutat immunitédst ezen gydgyszerekre [S]. Ezt
a folyamatot fokozza a gy6gyszerek tilzott mértékd, vagy hibas diagndzis utan felirt szedése.

A helyes diagndzis tehat 1étfontossdgu a maldria elleni védekezésben.



Kutatdsaimhoz szintetikus uton eldéllitott S-hematin kristalyokat vizsgaltam, mely legtobb
tulajdonsdgat (Osszetétel, szerkezet, magnesség) tekintve azonos a hemozoinnal [7]. A Fizika
Tanszék vegyészmérnokei eredetileg az A.F.G. Slater és szerzGtarsai dltal publikdlt eljarast [12]
kovették a szintézis sordn. 2009-ben megjelent publikdciéjukban [13] M. Jamarillo és munka-
tarsai egy altaluk javasolt 1j, jol kontrolldlhaté (vizes kornyezetben végbemend, sav-katalizalt)
f-hematin novesztési médszert mutatnak be, 6sszehasonlitva a keletkezd kristalyok tulajdon-
sdgait (kristdlyméret, morfolégia és homogenitds) a plasmodium altal eldéllitott természetes
hemozoin, valamint két eltérd szintézisbdl szarmazo kristalyok jellemzéivel. A pasztazo elekt-
ronmikroszkopos, rontgen diffrakcids és infravords spektroszképiai mérések megerdsitik, hogy
kristalyszerkezetben, magneses és optikai tulajdonsdgaikban a kiilonbozé moédon késziilt kris-
talyok és a Plasmodiumtdl szdrmaz6 hemozoin azonosak. Ezzel szemben az uj fajta novesztés
eredménye — a két masik mddon szintetizalt 5-hematinnal ellentétben — mind kristalyméretben,
mind morfolégidban jobban emlékeztet a természetes hemozoinra.

Meéréseim soran kezdetben (5.1: linedris dikroizmus spektrum, 5.2: magneses térfiiggés mé-
rése €s 5.3 fejezet: optikai anizotrépia mérése) az elsd szintézisbdl szarmazé kristdlyokat vizs-
giltam (ezen szintézisre ezentdl az 1. sorszdmmal hivatkozom). Kés6bbi méréseimben (5.2:
SQUID, 5.4: mérés vérben, 6.fejezet: forgd magneses elrendezés) az djabb eljardssal (ezentil
2. sorszam) készitett 5-hematint hasznaltam.

A 2. médszerrel szintetizalt kristdlyokrdl — azok vizes szuszpenzidjdnak fagyasztva torése,
valamint rdcsra szdritdsa utdn — az MTA Kémiai Kutatokozpontban dr. Béta Attila kézremd-
kodésével transzmisszids elektronmikroszképos képeket készitettiink (2.4 dbra). A kristalyok
méreteloszlasa és morfologidja szemmel lathatéan jol egyezik a P.falciparum 4ltal eldallitott
hemozoin kristalyokéval (v.0.: 2.3 A2 dbra ).

Osszehasonlitasképpen kozlom mindkét szintézisbsl szarmazé S-hematin kristdly linedris
dikroizmus spektrumat (a jelenség leirasardl és kapcsolddé mérési eredményeimrdl a késdbbi-
ekben ejtek szot). A 2.5 dbran lathatd, hogy a spektrum alakja a két kiillonb6z6 médon eldallitott
kristalyra eltér, ami a morfoldgiai tulajdonsdgok és a kristalyméret eloszlas kiillonbozségének
tulajdonithat6. Ezen mérés eredménye felhivja a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6 koriilmények
kozott keletkezd hemozoin azonos feltételek (pl. azonos koncentracid) mellett is eltérd linedris

dikroizmus jelet mutathat, amit egy diagnosztikai eszkoz kalibraldsdnal szamitdsba kell venni.



i
a

2.4. abra. Uj szintézissel (2.) késziilt beta-hematin kristdlyok TEM-es képe fagyasztva tort (feliil)

2 2

és rdcsra szdritott (alul) szuszpenziokon. A bal felsd dbra egy jellemzd kristdalyhalmazt mutat,

mig a tobbi nagyobb méretii kristdlyokra dsszpontosit. Az utobbiakon a kristdlyok méretelosz-
ldsa jellemzden 1 pum koré centrdlodik.

2.3. Kapcsolddo irodalmi eredmények

D.M. Newmann és munkatarsai vetették fel el6szor a magnesesen indukélt dikroizmus mé-
résének lehetGségét hemozoinon [3]. Ok monokromatikus fényforrast haszndlva, A = 660nm-
en sikeresen kimutattdk a hemozoin indukalt dikroikus hatdsat. Megvizsgaltdk az effektus mag-
neses tértdl, valamint a hemozoin koncentraci6tol vald fiiggését. A varakozdsoknak megfele-
16en a koncentraci6 fiiggést linedrisnak taldltdk (2.6 a abra), mig a médgneses tér erdsségétol
val¢ fliggést a mérések szerint egy specifikus gorbe irja le (2.6 b dbra).

A fenti cikk szerz6i maldridval fert6zott mintdkon végzett tesztmérésekkel bizonyitjak, hogy
a modszer alkalmas a fert6zés laboratériumi diagnosztizaldséra. Itt megjegyezném, hogy a mé-
rési abrdk alapjan kapott pontossidg messze elmarad az altaluk allitott értéktdl, ami egyébként

sziikséges lenne a betegség korai stddiumban val6 felismeréséhez.

2.4. Tovabblépés lehetosége a diagnosztika felé

Kutatdsom egyik célja a hemozoin mégnesesen indukalt kettdstorésének egy széles spekt-
ralis tartomanyban (A = 170 — 1300nm) valé vizsgdlata volt. Ez egyrészt fontos azért, hogy
meghatdrozzuk a jelenség mely hullimhossz tartomanyban a legerdsebb, masrészt a spektralis
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jelleg specifikus lehet, €s informaciét adhat a hemozoin kristalyok anyagi jellemz6ir6l. Emellett
az effektus magneses tért6l valo fliggését vizsgaltam kisérletileg és elméleti modell szadmitasok-
kal, hogy meghatarozzam a hemozoin kristdlyok optikai és magneses anizotrdpia faktorat. Arra
alapozva, hogy a vérben fellépd linedris dikroizmus mégneses tértdl vald fliggése kizardlag a
hemozoin jelenlétének tulajdonithatd, belekezdtem egy magneses modulacion alapulé berende-
z€s Osszedllitasdba, mely a jelen kutatdsaimban alkalmazott polarizacié modulécids technikandl
jelent8sen olcséb eszk6zok felhaszndldsaval eldallithatd, mig a mddszer érzékenysége tovabb
novelhetd. Meggy6z6désem, hogy sikeres fejlesztés esetén az eszkoz széles korben elterjedhet
a klinikai diagnosztikédban.
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2.5. 4bra. 1. és 2. modszerrel elbdllitott hemozoin kristdlyok mdgnesesen indukdlt linedris dikro-
izmus spektruma. A kiilonbozd eljdardsok sordn keletkezd kristdlyok spektrumdnak jellege eltérd,
mivel a fellépd polarizdcios effektusok nagyban fiigghetnek a kristalymérettol és a morfologid-
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2.6. dbra. a) A linedris dikroizmus hemozoin koncentrdciotol valo fiiggése. A linedris ossze-
fiiggés jol ldthato a Newmann és munkatdrsai dltal mért grafikonokon. BH a szintetizdlt [3-
hematint, HZ az éld sejtekbdl kivont hemozoin mintdt jeloli b) A linedris dikroizmus mdgneses
tértol valo fiiggése. Ldthato, hogy B ~ 1T-ndl az effektus telitodéshez kozelit (a kristdlyok
feltehetden ekkor teljesen a tér irdnydba dllnak be).



3. fejezet

A linearis kettostorés és dikroizmus
spektroszkopia alapjai

Ebben a fejezetben a vérben 1év6 hemozoin kristdlyok optikai viselkedését targyalom egy
olyan modell segitségével, melyben a hemozoint tliszerti é€s ebbdl adédéan magnesesen anizot-
rép és linedrisan kettdstord kristdlyoknak tekintem, melyek az oldatban szabadon elfordulhat-
nak. Noha a valddi kép ennél Gsszetettebb, és vélhetSleg mind a polarizacids effektusok, mind
pedig a magneses anizotrdpia f6 kivalté oka a vas ion és dltaldban véve a hematin molekuldk
anizotrop kristalytani kornyezetében keresendd, a fenti modell szemléletes magyarazatot nydjt a
megfigyelt effektusokra. Jelenleg még nem bizonyos, hogy a kristdly morfoldgiailag kitlintetett
hossztengelye korreldl-e az elemi cella hosszanti irdnyaval, mégis a jelenségek szemléltetésekor
— a konnyebb érthetdség érdekében — ezt fogjuk feltételezni. A tdrgyalds sordn a kristaly hossz-
tengelyét gondolatban barmikor helyettesithetjiik a megfeleld kristdlytani tengellyel, a szamita-
sok ugyanis csak a konnyl magnesezési irdny létezésére timaszkodnak, €s arra a feltételezésre,
hogy ez egybeesik az optikai dikroizmus f6tengelyével, fiiggetleniil attol, hogy ez kristdlyta-
nilag, vagy morfoldgiailag kitlintetett. A szamitdsok eredményei jol illeszkednek a mérésekre,
igy feltételezéseink megalapozottnak tekinthetdk.

3.1. A linearis dikroizmus jelensége

Mivel a hemozoinnak egy hig szuszpenzidjdban a kristdlyok elhelyezkedése és orientdcidja
véletlenszer(, nincs kitiintetett irdny a szuszpenzidban, vagyis a rendszer izotrép. Ha azonban
kiilsé mégneses teret alkalmazunk, a paramdgneses kristdlyok hossztengelyiikkel (illetve szi-
gordan véve konnyli mégnesezési tengelyiikkel) a tér irdnydba fordulnak. A tér er6sségének
novelésével a rendezddés mértéke nd, végiil az Osszes kristdly parhuzamosan all a térrel. Kiilsé
magneses tér jelenlétében tehdt a rendszer izotrépidja (teljes forgdsszimmetria) sériil, és a ko-
vetkez6 térbeli szimmetridkkal lesz jellemezhet6:

e m : magneses térrel pirhuzamos normalisu sikra valo tiikrozes
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e m/, : magneses térre merSleges normalisu sikokra val6 tiikkrozés €s id6tiikrozés

sz

° C“‘” : magneses térrel parhuzamos tengely koriili tetszéleges szoggel torténd forgatds
e i :inverzi

A Neumann-elvnek megfelelden a rendszert leiré tenzormennyiségek — igy az optikai tulaj-
donsdgok leirdsdban fontos £ dielektromos tenzor is — tiikrozik a rendszer szimmetridit [14].
Ez azt jelenti, hogy a tenzorok elemei nem vdltoznak, invaridnsak maradnak, ha az egyes szim-
metriamiiveleteknek megfelel6 transzformacidkat elvégezziik az anyagon, azaz a dielektromos
tenzor példdjan: £ = S—125, ahol S a rendszer egy szimmetridjat leiré mivelet. Igy esetiinkben
a dielektromos tenzor az aldbbi formara egyszertsodik:

E=| —euy gy O . (3.1

Ha az oldat optikai tulajdonsagait szeretnénk leirni, akkor a Maxwell-egyenleteket kell meg-

oldanunk ebben a kdzegben:

VD =0, 32)
VB =0, (3.3)
10B
10D
H=———. .
V x T (3.5)

Az egyenletrendszert teljessé a fény-anyag kolcsonhatdsat leird anyag-egyenletek teszik,
melyek linedris valasz kozelitésben a fenti dielektromos és a médgneses permedbilitds tenzort

tartalmazzak:

A Maxwell-egyenletek megoldasit a E = Ege!(kr—«1)

sikhulldm alakban keresve megkap-
juk a hulldimegyenletet, ha a mdsodik Maxwell-egyenlet rotdcidjit behelyettesitjiik a negyedik
egyenletbe:
W2
kxkxE+ —ucE =0. (3.7)
c
Ekkor egy linedris egyenletrendszert kapunk a térerdsség vektorra. Az optikai tartomanyban
a magneses gerjesztések elhanyagolhatdak, igy a médgneses permedbilitds tenzort egységnek
tekinthetjiik (+ = 1), és a hulldmegyenlet az aldbbi format Olti:
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w? w?
kxkxE+—¢E = k(kE) — |k|’E + ZeE=0. (3.8)

Altaldnos alaku dielektromos tenzor esetén a hullimegyenletet felirhatjuk matrixos alakban

is:

_k'; - ka + ‘;}_jgyy kxky + ‘Z_jgm‘y kxkz _I_ U;_Qggxy
2 2 2
kyko + %y kI k14 ey Kk + ey E=0. (3.9
koky + e, koky + ey —k2—K2+ %e.,

Mivel a rendszer a méagneses tér (z tengely) koriili forgatdsra szimmetrikus, a hullimszdm

vektort az altaldnossag sériilése nélkiil vehetjiik az xz-sikban, ahol 0 szoget zér be a z-tengellyel.

ﬁ = \/% alakban irva (c a vakuumbeli fénysebesség)
és a dielektromos tenzor (3.1) alakjat behelyettesitve, a fenti megfontolassal aldbbi egyenletet

Az anyagbeli fénysebességet a ¢ =

kapjuk:
Eyy — € cos? 6 Exy gsinf cos 0
—Eyzp Eyy — € 0 E=0. (3.10)
esin 6 cos 6 0 £,, —esin?6

Akkor kapunk trividlist6l kiillonb6z6 megoldast E vektorra, ha a métrix szinguldris, azaz a
determindnsa nulla. Ezen feltételbdl — a terjedési irdny fiiggvényében — megkapjuk a lehetséges
e értékeket, azaz a terjedési irdnyra jellemz0 anyagbeli fénysebességet €s a polarizicio sajitvek-
tort is. Specidlisan, ha § = 7-t vdlasztunk, azaz a fény terjedési irdnya merGleges az alkalmazott
magneses térre (x tengely irdnyd). Ez az un. Voigt konfiguricid, melyben az egyenletrendszer

leegyszertisodik:
Eyy Exy 0
—Epy Eyy — € 0 E=0. (3.11)
0 0 €ar — E
Két megoldast kapunk, melyekhez tartoz6 két dielektromos dllandé: €1 = ¢,, és €5 =
E”Q“j_:ii” Meéréseket végeztem a magneses térrel parhuzamos fényterjedés esetén (Faraday kon-

vy
figuracid), melybdl azt kaptam, hogy a cirkuldris kettostorésért/dikroizmusért felelds e, elem

elhanyagolhato, azaz €,, << ¢,,. Ekkor €5 =~ ¢,, €és két tranzverzalis polariziciés megoldas
adédik. Tgy Voigt konfiguricidban linedris kettGstorést/dikroizmust tapasztalunk 71, = /2.,

illetve n, = ,/g,, komplex torésmutatoval, melyekhez tartozo polarizacids iranyok (optikai

0 0
tengelyek) x irdnyd terjedés esetén: E; = | 0 [, ésEx= | 1
1 0

Amikor transzmisszidéban vizsgaljuk az anyagot, a fény dthaladdsa sordn a kiilonb6z6 tér-

erdsség sajatvektorok az alabbi komplex fazisfaktorokkal szorzédnak:
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tz/y _ ei'ﬁz/ykd — e—Im{fzz/y}%deiRe{ﬁz/y}%d, (312)

ahol a torésmutato képzetes/valos része felelds az amplitidd/fazis megvaltozasaért. Ezt figyelem-

be véve 1, a kdvetkezd formdban is felirhato:

by = toye v, (3.13)

ahol t, ), = e Im=thd s, = Re{fi. ), thd.
A linedris dikroizmust mérésére hasznaljuk a kovetkezd mennyiséget:
AT 12— |t
= | ~| | 3’| . (3.14)
T 2(]t* + [8)%)

Ezen mennyiség leirja, hogy mennyi a transzmisszio kiilonbsége a két linedrisan polarizalt

allapotra. A kisérletek sordn, a megfeleld mérési elrendezésben kozvetleniil ezzel ardnyos jelet

mértem.

3.2. Oldatban asz6 kristalyok magneses és optikai
anizotropiajanak meghatarozasa

Hemozoin kristdlyok szuszpenzidjdban kialakulé méagnesesen indukélt dikroizmus leirdsa
megkozelithetd az oldott kristdlyok statisztikai sokasdgdnak vizsgalatdval. Mivel a hemozoin
kristalyok egyik irdnyban jelent6sen nagyobb kiterjedéstiek, mint a mdsik kett6ben, igy értel-
mezhetiink egy orientdcids szoget, melyet az egyes kristdlyok hossztengelye a kiilsé magneses
térrel bezér (pontosabban fogalmazva ez az orientacié minden kristalyra a konnyl magnesezési
irdny és a magneses tér irdnya kozti szog). Médgneses tér nélkiil a kristdlyok a szuszpenzid-
ban rendezetlenek, az orientdcidjuk véletlenszerti. A méagneses tér bekapcsoldsdval a magneses
energia értéke az egyes kristdlyokra azok magneses anizotropidja miatt az orientdcié szogének
fiiggvénye lesz. Igy bevezethetiink egy statisztikus szogeloszlds fiiggvényt, mely megadja, hogy
az egyes kristdlyok adott sz6gii orienticidja milyen valdszintiségi. A tekintett rendszerre a kii-
16nb6z0 orientdcids szdgekhez tartozé dllapotok Boltzmann eloszldst kovetnek. A szdmitdsokat
C.T. O’Konski és szerzodtarsai [15] cikkjében ezen jelenség elektromos anal6gjdnak levezetése
alapjin végeztem el. Az aldbbiakban k6z1om a fontosabb eredményeket a magneses esetre vo-
natkoztatva (SI mértékrendszerben).

A mdgneses tér jelenléte miatt kialakulé magnesezettség egy hemozoin kristdlyban az egy
kristdlyra jellemz6 magneses szuszceptibilitds segitségével fejezhetd ki (itt, €s a targyalds sordn
végig a x = xoVr, azaz az egyetlen kristdlyra értelmezett szuszceptibilitds a x, dimenzidtlan

szuszceptibilitds és a kristdly térfogatdnak szorzata, igy mértékegysége m?).

m = yH. (3.15)
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A hosszukas kristdlyokat hengerszimmetrikusnak tekintve, az el6z6 fejezet gondolatmenete
szerint az altaldnossag sériilése nélkiil valaszthatunk a kristdly tengelyeihez rogzitett koordinéta-
rendszerben xz-sikban elhelyezkedd magneses térerdsség vektort (a z irdny a kristaly hosszten-
gelye), valamint a Neumann elv alapjan megdllapithatjuk, hogy ilyenkor a szuszceptibilitds
tenzor diagondlis. Ekkor a kristdly magnesezettsége:

Xy 0 O Hsind XyH sin6
m = 0 x, O 0 = 0 ) (3.16)
0 0 x H cos 6 X:H cosf

ahol H a magneses térerdsség vektor nagysaga, és  a magneses tér és a kristaly z tengelye kozott
bezért szog, X €s X, pedig a kristdly magneses szuszceptibilitdsa hossztengelyére merdleges és
azzal parhuzamos tér esetén. Egy m magneses momentumu kristdlynak a magneses térrel valo

kolcsonhatasi energidja:

1 1 1 1 (=—xy) | 1
U=—-—-mB=——DB?cos#*(x. — xy) + —xyB> = —=B%cos *~>>—2%" 1 — \ B2
2 240 ( 2 210" 2 Ho 2410 (3y 7

A maégneses indukcidvektor kifejezésénél feltételezhetjiik, hogy a hig szuszpenzidban a re-
lativ permedbilitds 1. A szogeloszlas fiiggvény a fentiek alapjén:

o~U/ksT
~ o foﬂ e~U/kBT sin 6dh’

ahol kp a Boltzmann dllandd, T a szuszpenzié homérséklete. Lathatd, hogy a (3.17) képlet-

f(0) (3.18)

ben a masodik, szogfiiggetlen tag — mivel az exponencidlis kifejezés szorzattd alakithatd, és a
szogfiiggetlen tényezd kiemelhetd az integrél elé — nem ad jarulékot, igy ezentdl nem vessziik
figyelembe.

A linedris dikroizmus kifejezése, azaz a szuszpenziora jellemzd komplex torésmutatd képze-

tes részének kiilonbsége a két polarizacids irany kozott [15]:

2 T 2-1
An = %Cv(gy - gz)/ f(@)%277 sin QdQ, (319)
0

ahol n a kozeg torésmutatdjanak képzetes része, C, a hemozoin térfogati ardnya, (g, — g.) a
kristalyok optikai anizotropia faktora.

A fenti integrdl nem fejezhetd ki analitikus formdban, viszont megfelel$ véltozo6 helyettesi-
tésekkel e*” tipust integralra vezethet6 vissza, melynek értékeit integraltablazatbdl lehet megha-
tdrozni. Az indukélt dikroizmus kifejezése tehat explicit alakban:

()\) — gz<>‘)

_ 9y
An(\, B) = 2nC, 25 SEE0(B), (3.20)
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ahol ®(B) a kristalyok orientdciéjat leiré fiiggvény, mely B — oo hatdresetben 1-hez tart, B =
0-nél pedig zérus értékd, ezért ®(B)-t a kristdlyok orientdci6 fokdnak nevezziik. Az orientdcié

fok fiiggvény alakja:

3 e 1 1
P(y) = 1 (W - ;) ~3 (3.21)

ahol v = %BQ [2kpT és E(\/7) értéke az e*” integralja a /7 helyen, melyet integraltdb-
l4zatbol hataroztam meg.
Ezek szerint tehat a torésmutaté kiillonbség felirhaté egy magneses tértdl fiiggd és egy — az

optikai anizotrépia faktoron keresztiil — hulldimhossz fiiggd tényezd szorzataként:

An(), B) = G(\)®(B). (3.22)

A fenti cikk szerz6i két kozelitést kozolnek a ® fiiggvényre, az elsé U << kg1, a masodik
U >> kgT esetre ad j6 eredményt:

®(y) = 2/157 + 4/315+7, (3.23)

3
() =1- T (3.24)

Meéréseim soran megvizsgaltam a dikroizmus magneses tértdl valo fiiggését tobb kiilonboz6

hullimhosszon. A mérési adatokra valé illesztés a fenti kozelitésekkel lehetséges, az illesztés
paramétereiként meghatdrozhatéak az egyetlen, dtlagos hemozoin kristalyra jellemz6 (g, — g.)
optikai és (x. — x,) magneses anizotrépia faktorok. Ehhez azonban el§szor a mért % értékek-
bdl ki kell fejezni a torésmutato kiillonbséget. A (3.12) és (3.14) egyenletek segitségével:
AT |ihii=d|2 _ |gikiiyd |2 p—2kn.d _ ,—2knyd _4rAnd
T 2([etkn=d[2 1 |giknyd|2) - 2(e—2kn=d | o—2knyd) YT

ahol ./, = Im(n.;,), An = n, — n., és az exponenciilis fiiggvény a szdmldloban masod-

(3.25)

rendig, a nevezdben elsGrendig van sorfejtve. Igy a torésmutaté képzetes részének kiilonbsége

a két linedrisan polarizdlt komponensre:

AT A
T nd
A mérési eredmények fejezetben kozlom a hemozoinon mért linedris dikroizmus spekt-

An (3.26)

rumokat, valamint kivélasztott hullimhosszakon az effektus médgneses tértdl valo fliggését. A
magneses tértdl valo fliggést dbrazold grafikonokra a nagy tereknél gorbét illesztettem, melyek-
bS] meghatdroztam a méagneses és optikai anizotrépia faktorokat.
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3.3. A polarizacio modulaciés méréstechnika

A linedris dikroizmus nagy pontossdgi méréséhez rendkiviil érzékeny mérdberendezésre
van sziikségiink. Egy ilyen eljardst valdsithatunk meg, ha a mintdra es6 fény polarizicidjat pe-
riodikusan moduléljuk, és a detektor jelében a linedris dikroizmus 4dltal generalt harmonikust
mérjiik. A fény polarizdcidjdnak moduldcidjat egy fotoelasztikus modulétorral (tovdbbiakban
PEM) végeztem. A PEM egy nagy mértékben izotrép kristdly, melyben egy hozza kapcsolt,
elektromosan vezérelhetd piezo-kristdly dltal egy kitiintetett irdnyban periodikus deformaciét
hozunk létre. Az ily médon anizotréppa valo kristdly, mely a kivant foton energiatartomdny-
ban 4tlatszd, idében periodikus linedris kettéstorést (fazistoldst) mutat. Az eredmény, hogy a
PEM-bdl kijuté fény polarizaciéjat periodikusan kapcsolgatjuk. Amennyiben az eszkozre ér-
kez6 linedrisan polarizalt fény polarizacids sikja az optikai tengelyekkel 45°-ot zar be, és a két
linearis komponens kozti fazistolds amplitiddja 7, ahogy ezt a 3.1 dbra szemlélteti, igy éppen
a szamunkra fontos két merGleges linedris polarizacié kozott valtogatunk (a 7 fazistolds \/2
optikai uthosszkiilonbséget jelent a két linedris komponens kozott). Mivel ezen édllapotokra a
vizsgalt minta abszorpcids tényezdje kiillonbozd, igy azt varjuk, hogy a PEM frekvencidjanak
masodik harmonikusan észlelhetjiik a mérendé AT paramétert a mért fény intenzitdsdban (lasd
3.1 4bra). A PEM-mel torténd mérésekhez az 3.2 dbrin lathat6 elrendezést alkalmazhatjuk [16].
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,//.\,»u/b\,r>/
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3.1. dbra. A PEM-en dthalado fény polarizdcios dllapota az idd fiiggvényében. A maximadlis
optikai tithosszkiilonbség a két linedris dllapot kézott a hulldimhossz fele [16].

A kvantitativ elemzéshez kovessiik nyomon a fényiton a térer6sség vektor amplitiddjanak
és polarizdcidjanak valtozdsat Jones- formalizmusban. A fény terjedési irdnya az x tengellyel
parhuzamos, a tranzverzalis polarizicids dllapotok az yz-altér komponensei. A 45°-os polariza-
tor utdn a PEM-re esé fény térer6sség vektora:

1
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3.2. abra. A PEM-mel torténd linedris kettGstorés mérés elrendezésének elvi vdazlata [16].

A PEM dltal létrehozott polarizécié valtozds Jones-métrixa a kdvetkezd alaku:

10
M:<O€@>, (3.28)

ahol a linedris komponensek kozotti harmonikus fazistolds & = P sin 27 ft és a fazismmodu-
lacié amplitidéja Dy.
A PEM-mel 45°-ot bezdr6é minta Jones-matrixa a (3.13) definici6 segitségével:

V2 [1 =1 t,e®v 0 V2 [ 1 1
S == Y . -= . 3.29
2 1 1 0t 2 -1 1 (3:29)

Ezek alapjan a detektor helyén a térerdsség:

Ezl 1 -1 e 0 1 1 1 0 1 .
2\ 1 1 0 t,ef- -1 1 0 e® 1

(3.30)

A detektor altal mért intenzitast a térerésség abszolutérték-négyzetének idéatlaganak kisza-
mitasdval kapjuk (a detektor nem képes kovetni a fény rezgési frekvencidjat, ezért gyakorlatilag
idGatlagot mér), azaz I < E*E

Ha elvégezziik a kijelolt métrixszorzasokat, valamint kiszamitjuk a detektorra esd térerdsség

abszolutérték négyzetét, akkor az intenzitds a kovetkezé mennyiséggel aranyos:

AT
I x A (1 + ZT cos (ID) . (3.31)

A koszinusz fiiggvény argumentumdban megjelend harmonikus id6fiiggés a Joi, paros sor-

szamu Bessel-fiiggvények szerint Fourier-sorba fejthet6:

cos (Pg sin 27 ft) = Jo(Pg) + 2J5(Pg) sindrw ft + - - - . (3.32)
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3.3. dbra. Bessel-fiiggvények: Kék: Jy ; piros: Ji; szaggatott: Js.

Az érzékelt intenzitds ezek alapjin 1dofiiggés szerint az aldbbi egyenaramu komponenst és
mdsodik harmonikust tartalmazzak:
AT

-[dc = CdCQA [1 + JO(CI)O)T:| s (333)

]2f = CQf8J2<q)0)AT, (334)

ahol cg4. és co szorzofaktorok a detektor €s az azt kovetd I/V konverter frekvenciaftiggd érzé-
kenységét hivatottak kifejezni.

A dc komponensben a kettdstoréssel ardnyos tag az 1 mellett elhanyagolhatéan kicsiny. Ha
a masodik harmonikust elosztjuk a dc intenzitdssal, akkor az egyes optikai elemekbdl szarmazo
intenzitdscsokkenések, valamint a fényforrds intenzitdsbeli ingadozdsai miatti eltéréseket kikii-
szoboljiik. A kovetkezd mennyiség mérése célszeri tehat:

[Qf Cof AT
— = —4J5 (Do) —.
Idc Cdc 2( 0) T

Lathato tehét, hogy a varakozdsoknak megfelelden a dikroizmussal ardnyos jel a PEM mo-

(3.35)

duléciods frekvencidjdnak kétszeresével oszcillald intenzitdskomponensben jelenik meg. Ezen
jelet egy lock-in erdsitovel mérhetjiik, és az ardnyossagi tényezd ismeretében kozvetleniil meg-
kapjuk a keresett mennyiséget.

A 227’:4J2(CI>0) ardnyossagi tényezGt, mely a moduldciés amplitid6 fiiggvénye, és befolya-
solhatja a detektor elektronikdjdnak savszélessége, kalibraci6 segitségével tudjuk megadni. A
kalibraciés konstans meghatdrozdsahoz tekintsiik azt a leegyszer(sitett elrendezést, melybdl
eltdvolitjuk a linedrisan kettdstord mintdt — az optikai elemeket is tokéletesen atlatszonak te-
kintjiik —, és a detektor elé helyeziink egy analizdtort. Beldthatd, hogy ez a szdmoléas érvényben
marad, ha a minta a fényutban van, illetve az optikai elemek kettdstorését nem hanyagoljuk el.
Az analizétor zdrjon be « szoget a vizszintessel. Ekkor az analizatorra esd térerdsség-vetiiletet

(E,) az alabbi matrixszorzédssal kapjuk meg:
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Ea:<cosoz Siﬂ&)((l) E)@)(i) (3.36)
e

Az analizdtor mogott elhelyezett detektor altal érzékelt intenzitds I oc |E,|?. A kijelolt
miiveleteket elvégezve, valamint a polarizacié modulacié id6fiiggését behelyettesitve (3.3) az
intenzitdsra a kovetkez6t kapjuk:

I o (1 + sin 2« cos (Pg sin 27 ft)). (3.37)

Kihasznalva a harmonikus tagban a (3.32) Fourier-sorfejtést, az egyes frekvenciakompo-
nensek intenzitdsdra az alabbi értékek adédnak:

Igf = CQf2J2<(I)0) sin 2 ~ C2f4J2<(I)0)OZ, (338)
Lie = cae(1 4 Jo(®) sin 20) ~ e, (3.39)

ahol az analizétor kis szogl elforgatasara felhasznéltuk, hogy sin 2a ~ 2« és a dc intenzitdsban
szerepld a-val ardnyos tag az egyhez képest elhanyagolhat6. A két komponens hdnyadosa éppen
a keresett kalibracios konstanst adja:

I
2f _ CQ_f4J2(q)0)a. (3.40)
[dc Cdc

Az analizator behelyezésével tehat elértiik, hogy a normalt intenzitds az analizator szogével
legyen ardnyos, és az ardnyossigi tényez6 a (3.35)-ben megjelend dlland6 legyen. Az anali-
zator kis szogl forgatdsdval igy minden hulldimhosszon mérhetd és kiszamithat6 a kalibricios
konstans az aldbbi mddon:

02_f4j2((1)0> _ [If/]dC]—f—a — [If/]dC]—a_ (3.41)
Co 2c

Ugyanezen mddszer szintén haszndlhat6 akkor, ha a rendszerben kettéstord elemek is jelen
vannak mindaddig, mig a polarizécids effektusokat elég linedris rendben figyelembe venni. Ek-
kor ugyanis a (3.41) egyenletben torténé antiszimmetrizalds miatt az analizator szogét6l nem

fliggd tagok (a tobbi elemtdl, illetve a mintdtdl jovE polarizacid véltozas) kiesnek.
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4. fejezet

A polarizacios spektrométer

4.1. A spektrométer felépitése

A bevezet6ben ismertetett célok érdekében belefogtam egy polarizdcié modulacids elven
miikodd spektrométer épitésébe, amely lehetdség szerint a A = 170 — 1300nm hulldmhossz-
tartomanyban hasznalhat6. A megvaldsult optikai elrendezésrdl késziilt fényképet a 4.1 abra
tartalmazza. Az egyes optikai elemek fizikai adatait a fiiggelékben gy(jtottem Ossze.

A széles spektrum eléréséhez két kiillonbozé fényforrast — egy halogén, valamint egy Xe-
non lampét — haszndltam, melyek kozott mozgathatd tiikkor segitségével lehet valtogatni. A
A = 170 — 800nm tartomdnyban a Xenon ldmpdt, a hosszabb A = 800 — 1300nm hulldm-
hosszakra pedig a halogén izz6t alkalmaztam. A lampdk fényét egy-egy f = 80mm fékuszta-
volsdgu lencse (1. és 2.) parhuzamositja, majd egy f = 260mm fékusztavolsagu gytjtélencse
(3.) egy szinsziirdn keresztiil az optikai rdcsos monokromator belépd résére képezi. A felhasz-
ndlt lencsék omlesztett kvarciivegbdl késziiltek, igy a vizsgalt hullimhosszakon abszorpcidjuk
elhanyagolhatd. A rdcsos monokromator a bejuté fényt holografikus optikai racsok segitségével
vélasztja szét hullimhossz szerint a térben. Az altalam hasznalt monokromator harom récsbol
all, igy a racsok valtogatdsaval a kiilonbdz6 hullimhossztartomanyokra optimalizalni lehet a
szinek térbeli elkiilonitésének mértékét. A megfeleld racsrol visszaverddott fény végiil a kilépd
résre jut, melynek szélességét a belépd résével parhuzamosan éllitva, a kijut6 fény hulldmhossz-
beli felbontését (azaz a kivdlasztott hullimhossz koriili dteresztett tartomany szélességét) lehet
rogziteni. A monokromator el6tt elhelyezett szinsz{ir6 haszndlata azért sziikséges, mert a racs
altal masod- és harmadrendben diffraktalt (fél és harmad hulldmhosszisagi) fény is ugyan-
azon szogben verddik vissza, mint az dltalunk kivalasztott hullimhosszisigu, ily médon ezen
komponensek hozzdkeverednének a résen kijutd fényhez.

A monokromatorbdl kilépd fényt egy f = 100mm fokusztavolsdgua lencse (4.) kollimdlja,
majd egy 45°-ban elhelyezett polarizatoron keresztiil jut el a fény a PEM-be. A PEM frekvenci-
dja 5S0kHz, a fazistolds amplitudojat pedig a hullimhossz felére dllitottam (7 fazistolds), hiszen
itt van a .J, Bessel-fiiggvénynek maximuma (3.3 4bra), azaz itt lehet maximalis fesziiltségérté-

keket mérni az intenzitdsban megjelend masodik harmonikusra.
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4.1. abra. A magneto-optikai spektrométer a f6bb elemek megnevezésével. A felsd dbra a fényiit

monokromdtorig terjedd része, az alsé a monokromdtor utdani részt mutatja. A szamozott lencsék

listdja ill. az 0sszes elem rovid specifikdcioja a fiiggelékben taldlhato
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A PEM-bdl kilépd — periodikusan valtozé polarizacids dllapoti — fényt egy f = 50mm-
es fokusztavolsdgu lencse (5.) egy specidlisan kialakitott mintatartoban elhelyezett kiivettira
gyljti. Méréseim sordn ezen kiivettdba toltottem a folyékony éllapotban 1évé mintat. A csi-
szolt kvarckiivetta belsejében a fénytt hossza d = 2mm. A mintdn 4thalad6 fénysugarakat egy
szintén f = 50mme-es fokusztavolsagu lencse kollimalja (6.). A méréshez két kiillonbozé de-
tektort hasznaltam. Az egyik egy fotoelektron sokszorozd, mely a rovidebb hulldimhosszakon
(170-900nm), a masik egy félvezetd InGaAs detektor, amely a hosszabb hullamhosszakon (800-
1600nm) mér. A félvezet6 detektor egy sinen elmozdithaté a fényutbdl, ily médon lehet véltani
a detektorok kozott. A kollimalt nyaldbot egy-egy f = 50mm fokusztavolsagu lencse (7. és 8.)
koncentrdlja a detektorok érzékeny feliiletére.

Polarizatorként egy Rochon prizmat hasznaltam, melybdl az ordindrius fénnyaldb egyenes
vonalban, az extraordindrius pedig kissé eltéritve (tipikusan 7-15°-ban) 1ép ki. Az elrendezésnél
tehdt iigyelni kell arra, hogy a detektorba csak a megfelelé polarizcidji (ordindrius) nyaldb
jusson el.

A minta mogott, a sugarnyaldbra merdlegesen egy tized-milliméter beosztasu skéldval elld-
tott sinen mozgathaté permanens NdFeB ridmagnest helyeztem el, melynek polaritdsat a mag-
nes vizszintes tengely koriili 180°-os forgatdsdval lehet megcserélni.

A besziir6dé kiilsé fényt a detektorok alapos burkoldsdval kikiiszoboltem ki, valamint a
teljes optikai elrendezést egy sotétitd dobozzal fedtem le.

Az egyes frekvenciakomponensek méréséhez egy Keithley tipusu dc voltmérdt, valamint
egy lock-in er8sit6t hasznaltam. A lock-in erdsit6 referencia frekvencidjat a PEM elektronikus
vezérld egysége altal szolgaltatott referencia frekvencia kétszeresére, 100kHz-re éllitottam.

A spektrum felvétele egy szamitogépes mérdszoftveren keresztiil torténik, melyet Szaller
Dévid és Kocsis Vilmos fejlesztettek Visual Basic programnyelven. A szoftver Iépteti a mono-

7 2

kromdtort megadott hullimhossz egységenként, beallitja a megfeleld sziirGt, valamint a meg-
adott PEM fézistoldshoz tartozé moduldciés amplitidét. A detektorok jeleit a lock-in erdsitdn,
valamint a Keithley voltmérdn keresztiil kérdezi le, €s a kétszeres frekvenciakomponenst (3.35)

szerint normdlja a dc jellel.

4.2. A linearis dikroizmus mértékének kalibracidja

A (3.35) egyenletben szerepld kalibracids konstans a detektorokra és a PEM fazistoldsara
jellemzd, és fiiggetlen a behelyezett mintatdl. Ezért (adott PEM beallitas mellett) elegendd min-
den detektorra egyszer meghatarozni ezen alland6 értékét. Az aldbbiakban ennek a mérésnek az
eredményeit k6zlom:

Az analizitor szogét +-2°-ra allitva felvettem a modulaciés frekvencia kétszeresén mért in-
tenzitas spektrumot, majd ugyanezt —2°-ndl is elvégeztem. A két spektrumot kivonva egymas-

bol, majd elosztva 4°-al a keresett Cj—ff4J2((I>0) kalibracios konstanst kapjuk az adott hulldm-
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hosszon. Az igy felvett pontokra harmadfoku gorbét illesztettem, mely j6 kozelitéssel megadja
a kalibraicids gorbéket az egyes detektorokra (4.2 abra és 4.1 tdblazat).
Az illesztett gorbék egyenlete:

24Ty = A+ B\ + Bod2 + Ba)®, (4.1)

Cr
Az illesztett gorbék alapjan tehat a kovetkezd képlet adja a linedris kettdstorést (az I in-
tenzitasok itt a mért fesziiltség értékeket jelolik, melyek ardnyosak a beérkez0 intenzitdssal, az

ardnyossagi tényezd viszont a dc intenzitdssal val6 osztdssal miatt kiesik:

AT _ Ir;/14.(B)
T A+ B\ + B2 + B3)\3'

4.2)
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4.2. abra. A linedris kettdstorés kalibrdcios gorbéje a PMT és InGaAs detektorra a hulldmhossz
fiiggvényében

4.3. A fotoelektron sokszorozo érzékenységének szabalyozasa

A kalibracié masik fontos lépése a fotoelektron sokszorozé érzékenységi gorbéjének felvé-
tele, melyet — ellentétben a linedris kett&storés kalibracigjaval — minden 4j minta behelyezése
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PMT InGaAs
Paraméter Erték Hiba Paraméter Erték Hiba
A 0,01037 8,26423E-4 A -0,02203 0,00559
Bl 3,21214E-5 | 4,34125E-6 B1 8,95935E-5 | 1,60748E-5
B2 -4,1737E-8 | 7,31448E-9 B2 -6,71642E-8 | 1,52465E-8
B3 1,79056E-11 | 3,96948E-12 B3 1,44153E-11 | 4,77503E-12

4.1. tablazat. A linedris kettostorés kalibrdcios paraméterei a két detektorra

elé6tt el kell végezni. A PMT érzékenységét egy vezérlo fesziiltséggel lehet szabalyozni. A foto-
elektron sokszorozé kimend jele ezen vezérld fesziiltség 6,92-ik hatvanyaval, valamint a beér-
kez6 fényintenzitdssal ardnyos. A PMT emiatt konnyen tilvezérelhetd, és til nagy fotodram ese-
tén kdrosodhat. Ezért érzékenység kalibraciondl a mérszoftver el6szor a megadott hullimhossz
felbontdssal végiglépteti a monokromdtort a spektrumon, és minden 1épésben meghatarozza azt
a maximadlis vezérldfesziiltséget, amely a fotoelektron sokszorozén 2,6V kimend fesziiltséget
eredményez. Erre azért van sziikség, mert a ldmpdknak és optikai elemeknek koszonhetSen a
rendszer fényessége erGsen hullimhosszfiiggd. Két mérési pont kozott, amennyiben a tényleges
mérés sordn az el6zonél nagyobb felbontast allitunk be, a szoftver a vezérldfesziiltség értékét
linedris interpoldcié alapjan hatdrozza meg. Igy a spektrumok mérésekor a program minden
hullimhosszon olyan fesziiltséget ad a PMT-re, hogy annak kimend fesziiltsége 2,5-2,6V le-
gyen. Tudjuk, hogy ez nem befolydsolja a mérést, hiszen az I,., I5; intenzitiskomponensek ily

modon egyforma ardnyban vannak erdsitve.
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S. fejezet

Eredmények bemutatasa és diszkusszidja

5.1. Hemozoin szuszpenziok linearis dikroizmus spektruma

A (3.20) egyenlet szerint a két polarizdcids irdnyra vonatkoztatott képzetes torésmutatok
kiilonbsége (azaz a linedris dikroizmus) harom egymadstdl fiiggetlen fizikai mennyiséget — a
hullamhosszat, a magneses indukciot és a koncentraciot — tartalmazé fiiggvény szorzataként
all eld. Méréseim soran szisztematikusan megvizsgaltam az effektus mindhdrom mennyiségtol
val6 fiiggését oly médon, hogy minden mérésben két paraméter értékét rogzitve, megmértem
a dikroizmust a harmadik fiiggvényében, és ezen mérést megismételtem az egyik rogzitett pa-
raméter tobb kiilonbozd értéke mellett is. Ha az effektus (3.20) egyenlet szerinti faktorizacidja
teljesiil, akkor a mért gorbéket a valtoztatott paraméter megfeleld fiiggvényével elosztva, az
adott paramétertdl valo fliggést kikiiszoboljiik, a gorbék egymdsra skdlazdédnak.

Eldszor az linedris dikroizmus koncentraciofiiggését vizsgéltam. Ehhez tehat rogzitett mag-
neses tér mellett kiilonb6z6 koncentracidji hemozoin szuszpenzidk spektrumat vettem fel. Ezen
mérésbol egyrészt megallapithatd, hogy (3.20)-nek megfeleléen valdban linedris-e a dikroizmus
a koncentricio fliggvényében, masrészt hasznos informaciot szerezhetiink a hemozoint jellemz6
spektrum alakjarol.

Kutatdsaim jelen fazisaban a tanszékiinkon szintetikus dton az 1. médszerrel eldéllitott he-
mozoin kristidlyok vizes szuszpenzidjat vizsgaltam. El6szor egy viszonylag tomény szuszpen-
zi6t készitettem el, melyet mérésenként tjra higitottam. Ily médon nyolc kiilénb6z6 koncentra-
ci6ju hemozoin szuszpenzi6 linedris dikroizmus spektrumaét vettem fel. A méréseket B=400mT
magneses térben végeztem, majd megismételtem zérus magneses térben. Az igy kapott két
spektrum kivondsdval levélasztottam az optikai elemek tértdl fiiggetlen dikroizmusat a szusz-
penzié magnesesen indukalt linedris dikroizmusatol.

A kiilonboz6 koncentracidju oldatok spektrumadt a (5.1 4bra) tartalmazza. A spektrum igen
jellegzetes hulldamhossz fliggést mutat. Leger6sebb az effektus a lathat6 tartomanyban, A=466,
562 és 658nm-nél harom maximumot taldlunk. A lineéris dikroizmus csokken az infravoros
és ultraibolya tartomdny fele egyardnt, bar A=220nm-nél egy djabb cstcs jelenik meg. Ezen

csucsok pontos helyének ismerete hasznos lehet a detektalds érzékenységének novelésében.
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Az effektus koncentraciotdl vald linedris fiiggésének ellendrzéseként a spektrumokat nor-
maltam a megfelel6 koncentraci6 értékekkel. Az eredmény — mely szerint a normalt spektrumok
egymadsra skalazodtak, (lasd 5.1 abra) — j6l igazolja ezt a feltételezést. Ez a tapasztalat lehetdsé-
get biztosit a hemozoin koncentrici6 kvantitativ meghatarozdsara €s ezaltal az esetleges maldria

fert6zés staidiumanak megallapitdsara.

T ¥ T T ¥ T ¥ T ¥ T o~ 0,0007 T T T T T T
0,035 l 562nm —+-560pgimly = I —+—56,0 pg/ml
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0,030 - 4! l ~ ~230ugimi| 5 A Rsl 2 — —23,0 yg/ml
- IR | —-—192pg/ml | &€ 0,0005 - ;3 —+—19,2 pg/ml 4
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5.1. dbra. Bal panel: Kiilonbozd koncentrdciojui hemozoin oldatok linedris dikroizmus spekt-
ruma a fény terjedésére merdleges iranyii B=400mT nagysdgu mdgneses térben.

Jobb panel: A megfeleld koncentrdciokkal normdlt spektrumok egybeesése vildgosan mutatja,
hogy az effektus a koncentrdcio linedris fiiggvénye.

5.2. Az effektus magneses tértol valo fiiggése

A madgneses tértdl valo fiiggés vizsgilatdhoz €s a kristalyok magneses anizotrépia faktora-
nak (x. — xy) meghatdrozasahoz tobb hullimhosszon is megmértem az kettdstord effektus érté-
két a mdgneses indukcid nagysdgdnak fiiggvényében a legnagyobb toménységi, ¢ = 56ug/ml
hemozoin szuszpenzion (azaz rogzitett koncentracidval, kiillonb6z6 hullimhosszakon vizsgal-
tam a térfiiggést). Ehhez egy sinen mozgattam rdidmégnest, és a mignes-minta tdvolsagokat a
ridmagnesre kordbban meghatarozott kalibracids gorbébe helyettesitve meghataroztam a szusz-
penzidban a fokuszalt fényfolt helyén a magneses indukciét. A kiillonb6z6 hullimhosszakon
mért gorbéket kozos grafikonon dbrazoltam a méagneses indukcié fiiggvényében (5.2 dbra). A
grafikonrdl megéllapithatd, hogy a kiilonbdz6 hullimhosszon mért gorbék jellege hasonld. A
megfigyelt dikroizmus kis magneses terek mellett linearisndl magasabb hatvanykitevével no-
vekszik, majd egy inflexids pont utdn nagy terekre az effektus telitddés felé tart. Ez a tapaszta-
lat értelmezhetd, ha a tliszerd kristdlyok magneses tér irdnyédba valé orientdcijara gondolunk.
Amennyiben a magneses tér novelése miatt a kristdlyok méagneses anizotropia energidja sokkal

nagyobbad vilik, mint a kristalyok rendjét szétzildlni igyekvd kT hémozgasbol szarmazd ener-
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giajarulék, akkor lényegében teljes rendezettség alakul ki, a kristdlyok a térrel parhuzamosan
allnak, és a polarizacios effektus eléri maximalis értékét. Ennek alapjin az az érzésiink, hogy a
teljes kristdly ( 10° db s=5/2-es vas spin) magneses anizotrpia energidja a 0,1-1T tartoméanyban

valik 6sszemérhet6vé a kT termikus energidval. Ezt a kérdést kvantitativan is megvizsgdlom.

| —e—222nm
M AN — .~ 466nm .
0,025 | RN —e—658nm / ./ i
[ e —e—1000nm P
0,020 - A\ \\ b _
= I \ /*
= 00151 B /o 1
° /8
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\.\ N ?. /.
0,010 | ® g i $i .
e o, ) ./.
L \.\ [} { / o
0,005F " e, % % F o e
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0,000 b —— 1 u i
-400 -200 0 200 400
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5.2. ébra. Kiilonbozd hulldmhosszakon mért linedris dikroimus a mdgneses indukcio fiiggvényé-
ben.

A mégneses térfiiggést leiré gorbék elemzéséhez a AT/T értékeket (3.26)-nek megfelelGen
atszamitottam An értékekre, majd a 5.3 dbran kiilon-kiilon abrazoltam a kiilonb6z4 hullam-
hosszakon végzett mérések adatait. A telitédésre jellemzd (inflexids pont utdni) mérési tarto-
mdnyra (|B| > 250mT) elvégeztem a (3.24) egyenlet szerinti nagy terekre érvényes gorbe

illesztését. Az illesztésben két fiiggetlen paraméter (G és K) szerepel:

3
ToRB 1) G-

Lathatéan G egy skalafaktor (ami hullamhosszfiiggs), mig a térfiiggés jellegéért K felelds. Ezen

An =G x (1

paramétereket az illesztés soran minden hulldimhosszra meghataroztam. A fenti képlet, valamint
(3.24) egyenlet Osszevetésével a keresett egy kristalyra értelmezett optikai €s magneses anizot-

ropia faktorok az illesztési paraméterekkel kifejezve:

n
G
27TCV ’
Xz — Xy = 2kT oK. (5.3)

Gy — 9 = (52)

A kiilonb6z6 hulldmhosszakon mért térfiiggd gorbékre kapott illesztési paramétereket a (5.3
abra) tartalmazza. A kapott nagy magneses ter( illesztési paramétereket felhasznalva a modell
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segitségével (a dikroizmus (3.22) egyenletben szerepls kifejezését és a térfiiggd orientdicéfok
(3.21) alakjat haszndlva) kiszdmitottam a linearis dikroizmus értékeit a teljes méagneses tér tar-

tomanyra. Ezen elméleti gorbét szaggatott vonallal abrdzoltam a grafikonon.

Kettdstorés magneses tértdl valo fliggése (A=222nm) Kettstorés magneses teértol valo fiiggése (A=466nm)
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5.3. dbra. Kiilonbozé hullamhosszakon mért polarizdcios effektus a mdgneses indukcio fiiggveé-
nyében. A piros gorbe a nagyterii illesztés eredménye, a kék szaggatott vonal az elméti gorbét
koveti, mely a mdgneses indukcio teljes mérési tartomdnydnak diszkrét értékeinél van felvéve
az illesztési paraméterekkel.

Az illesztett gorbék lathatoan jol kozelitik a mért eredményeket, ami megerdsiti az elmé-
leti feltételezések helyességét. A térfliggést leiré paraméterre az egyes hulldimhosszakon nagy
pontossdggal ugyanazt az értéket kaptam: (K = 7 & 0.15 - 1075). Ez azt jelenti, hogy a kris-
tdlyok magneses anizotropia faktordt és azon keresztiil orientdcié fokat a kisérletben hasznalt
fény hulldmhosszatdl fiiggetleniil meghatarozhatjuk annak koszonhet6en, hogy a megfigyelt
polarizacids effektus térfiiggését csak a kristdly magneses jellemz6i, mig hulldmhosszfiiggését

az optikai tulajdonsédgai hatdrozzak meg. Ha tehat (3.22) egyenlet értelmében az egyes hullam-
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hosszakon mért An(B, \) spektrumokat elosztjuk a megfeleld G/(\) értékkel, akkor hulldm-
hosszfiliggetleniil megkapjuk a kristalyok ¢ (B) orientdci6 fokanak a magneses indukciotol vald
univerzdlis fliggését, azaz a gorbéknek a normélds utdn egymadsra kell skdldzédniuk. Ezt meg-
vizsgalva ismét ellendrizhetjiik az elméleti megfontolasok helyességét és az illesztés pontossa-
git. A ®(B) orientdci6 fok fiiggvényre a kiilonbdzd hullimhosszakon kapott gorbéket kozos
grafikonon (5.6 dbra) abrazoltam. A grafikonon jol lathatd, hogy az orientdcio fok valéban csak

a magneses indukci6 nagysagatol fiigg.

Orientacio fok fuggvény
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5.4. abra. A hemozoin kristdlyok orientdcio fok fiiggvényének mdgneses tértol valo fiiggése kii-
lo6nbozo hullamhosszakon vizsgdlva. Az orientdcio fok fiiggvény a kristdlyok hossztengelyének
a mdgneses térhez viszonyitott helyzetét jellemzo statisztikus eloszlds.

Ezen eredmény lehet6vé teszi az oldott hemozoin kristdly mégneses anizotrépidjanak nagy-
sagrendi becslését. A magneses anizotrépia faktor meghatarozédsa az illesztett K paraméterbdl
szamithat6 a (5.3) képlet alapjan. A kapott K = 7-107° értéket felhaszndlva és a hGmérsékletét
T = 293 K-nek véve egy hemozoin kristaly hossztengely és erre merdleges irdnyu szuszcepti-

bilitdsanak kiilonbsége:

Xz — Xy & 7,11352 - 107 m?. (5.4)

Az itt kapott mérési eredményt vessiik 6ssze egy hemozoin kristély becsiilt 4tlagos paramag-
neses szuszceptibilitdsdval a Curie torvény felhasznaldsdval. Ezen a ponton eltekintek az ani-
zotrép magnesezhetdség pontos targyaldsitdl, melyet a [11] cikkben k6zolt Hamilton-operator
(H = BBgS + D(S? — S(S + 1)/3)) D egyion-anizotrépia tagjaval jellemezhetiink, és me-
lyet az operator numerikus diagonalizdldsdval, vagy perturbativ kozelitéssel szamithatjuk. A
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pusztan Curie-paramagnesség feltételezésével becsiilt dtlagos szuszceptibilitds szobahdmérsék-
leten nagysagrendileg helyes eredményt szolgaltat, a pontosabb mégneses modell vizsgalata
és mérési eredményeimre valé illesztése kozeljovobeli terveim részét alkotjdk. Egy atlagos
(Vir = 10021002500nm3) kristdlyon beliil Np, = 2 - Vi, /Voe &~ 7 - 10° darab Fe!!l ion
taldlhato, melyek S=5/2-es spin momentummal rendelkeznek. A szuszceptibilitas kifejezése:

(gpp)?S(S + 1)
3kgT

ahol g a Landé faktor, mely elektron spinre g=2 értéket vesz fel, up a Bohr magneton (SI

1o, (5.5

X:NFe

mértékrendszerben), kp a Boltzmann 4lland6 és jy a vikuumpermedbilités.
Ezen értékeket felhaszndlva a hemozoin becsiilt paramégneses szuszceptibilitdsa szobahs-

mérsékleten:

X =2,23-107%"m3 + 50%, (5.6)

Az ily médon becsiilt atlagos szuszceptibilitds x = &2“ koriilbeliil haromszorosa a két
irdnyra jellemzd szuszceptibilitds értékek kiillonbségének, azaz a magneses anizotrdpia % R~
%. A szamitds legnagyobb bizonytalansagét a kristalyok méretének durva becslése okozza. Itt
hasonldan eléallitott kristdlyok irodalomban k6zolt méretét vettem alapul [8]. Ez a nagy anizot-
ropia teszi lehetdvé, hogy — a hdmozgast legydzve — a kristdlyokat mar 17" magneses térrel is
rendezziik a szuszpenzidban. A migneses anizotrépiabdl szirmaz6 energiat a kristdlyban jelen-
1év3 S=5/2-es spinek nagy szdma (nagyséagrendileg 10°) erdsiti fel, mely igy kisebb terekben
is 0sszemérhet6vé valik a kg7 nagysagrendl termikus energidkkal.

A hemozoin kristalyok atlagos szuszceptibilitdsdnak kisérleti meghatarozdsahoz pormintan
(mely immdr a 2. szintézissel késziilt) SQUID-del (Superconducting Quantum Interference De-
vice) magnesezettség méréseket végeztem a magneses térersség fiiggvényében (m(H), H =
0 — 50k0Oe) szobahémérsékleten, valamint a hdmérséklet fiiggvényében (H = 5kOe) dllando
madgneses térerGsség mellett (m(7"), T = 5 — 300K). A porminta tomege 7,28mg volt, a hemo-
zoin moldris tdmege 1303,88g/mol, siirlisége p = 1,45g/cm?>. A CGS egységrendszerben mért
mdgnesezettség dtszamitdsa egyetlen kristalyra vonatkoztatott szuszceptibilitdsra m?> egységek-

ben a kovetkez6képpen lehetséges:

Vielm?®].  (5.7)

Am ) T plg/em?]

XSI[m:g} = XOS[VkT[mS] = 47ngGSVkT [mg] =47 (AH mig]

Az illesztés eredményeképpen az m(H) gorbe meredekségére 1,68 - 10*7% adodik. Az
(5.7) képletbdl — egy atlagos hemozoin kristaly paramétereit behelyettesitve — az egy kristalyra

3 ami konzisztens a Curie-

vonatkoztatott dtlagos szuszceptibilitds értéke: y = 2,1 - 10~*m
torvénybdl szamitdssal becsiilt értékkel. A bizonytalansigot az el6z6 szamitdshoz hasonldan itt

is a kristdlyok atlagos térfogatdnak becslése okozza.
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5.5. dbra. SQUID-del 300K-en mért mdgnesezettség (emu) - mdgneses térerdsség (Oe) grafikon.
Az illesztett egyenes meredekségébdl az egy kristdlyra értelmezett szuszceptibilitds szamithato.

A Curie-torvény érvényességének teljesiilését a magnesezettség hdmérséklet fiiggésével

vizsgéltam pormintdn. A mérési adatpontokra a Curie-Weiss torvény alapjan gorbét illesztet-

1
T-6°

hatdst jellemzi). A minta tomegét és stirliségét ismerve (lasd m(H) mérés), kiszamitotottam a

tem: m = mo + A (ahol © paraméter az elektronok kozti gyenge kicserélddési koleson-
vas ionok szamat a mintdban: N = 2%]\7 4 = 6,7 -10'%, ahol a 2-es szorzé az elemi celldban
taldlhat6 két vas ion miatt szerepel a képletben. Az illesztett gérbe A paraméterébdl szamolhaté
az S(S+1) értéke, melyet Osszevetve a vas ionok 5/2-nek feltételezett spin abszolutértékével,
megéllapithaté a Curie-torvény pontossaga.

29°S(S +1)
cas _ nHBY OGS .
Skp(T — ©) (5:8)
B 3kp

Az illesztés paraméterei: A = 0,25721(emu - K),my = —1,54039 - 10~*(emu),® =
—2,4K (ami gyenge antiferromagneses kolcsonhatasra utal a spinek kozott). Az (5.9) egyenlet
alapjan S(S+1) szamitott értéke 9,42, ami viszonylag j6 egyezést mutat a vart 8,75-os értékkel.
A modell természetesen jelent8s korrekcidra szorul, mégis az ezzel becsiilt szuszceptibilitas jol
kozeliti a valésdgban pormintdn mért atlagos szuszceptibilitdst, a magneses anizotrépidra adott

becslés tehdt — legaldbb is nagysdgrendileg — helyes.
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5.6. dbra. SQUID-del mért mdgnesezettség - homérséket grafikon 5000 Oe mdgnesezd tér mel-
lett. Az adatpontokra a Curie-Weiss torvény alapjdn illesztettem gorbét. A belsd grafikonon a
mdgnesezettség — az el674d illesztés alapjdan —az 1/(T + 2,4K) fiiggvényében szerepel.

Ezen dolgozat készitése kozben parhuzamosan SQUID-es méréseket folytatok olyan zsela-
tinba dgyazott hemozoin szuszpenzidkon, melyekben a kristalyok orientacidjat a gélesedés elott
nagy magneses térben rendeztem. Az ily médon fixalddott orientdacioju kristalyok mégnesezett-
ségét a rendezd térrel parhuzamos és merdleges irdanyban megmérve a magneses anizotropia
értékére kozvetlen eredményt kapunk. A szobahdmérsékletdi, valamint a hOmérsékletfiiggd mé-
rések kiértékelésével €s a magneses anizotrépidt is figyelembe vevé Hamilton-operator analizi-

sével a mdgneses anizotropidra pontosabb becslést tervezek nyujtani.

5.3. Az optikai anizotrépia hullamhosszfiiggésének mérése

Az optikai anizotrépidval ardnyos G(\) hullimhosszfiiggésének univerzalitdsat, azaz mag-
neses tértdl vald fiiggetlenségét ellendriztem a legtoményebb, ¢ = 569/ ml koncentraciéju (1.
szintézisbdl szdrmazd) hemozoin szuszpenzién. A magneses indukci6 kiilonbozd értékei mel-
lett megmértem a dikroizmus AT/T'(B, \) spektrumat (5.7 abra). Ezen spektrumok csak egy
térfiiggd skalafaktorban kiilonboznek egymastdl, ami nagy terek esetén jol egyezik a kordb-
ban folytonos térfiiggé mérések esetén kapott ®(B) orientaciéfokkal (ez a (3.22) egyenletben
megjelend véltozok szepardlt alakjabol kovetkezik).
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A mért An spketrumok Osszeskéldzasaval éppen a (5.1) Osszefiiggésben definidlt G(\) op-
tikai anizotropidval ardnyos faktor spektrumdt kapjuk (5.7 dbra). A (5.2) egyenlet alapjén a
mért G(\) spektrum a szuszpenzidra dtlagosan jellemz6 n(\) torésmutatd képzetes részének és
Cy hemozoin térfogati koncentraciéjanak ismeretében atszamolhaté a hemozoin kristadlyokra
jellemz6 optikai anizotrépia spektrumra. Mivel n(\)-rdl nincs pontos informéciénk (a viz ab-
szorpcidja az ultraibolya tartomdny felé rohamosan nd), masrészt — mint azt kordbban emli-
tettem — nem csak dikroizmusrdl van szd, csak nagysdgrendi becslést tehetiink a kristalyok

hulldmhosszfiiggd (g, — g.) anizotrépidjdra, mely nagysagrandileg 10-100 kozott valtozik.

Optikai anizotropia faktor spektruma
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5.7. abra. Bal panel: Kiilonboz6 erdsségii magneses indukcio mellett mért linedris dikroizmus
spektrum hemozoin szuszpenzion.

®(B)-vel normdlva a linedris dikroizmus spektrumokat, az optikai anizotropidt jellemzd spekt-
rumok egymdsra skdldzodnak. Az itt leolvashato mért G értékekbdl a kozeg torésmutatdjanak
(n) és a szuszpenzio ismert térfogati koncentrdcidjanak (Cy ) pontos ismeretében (5.2) alap-
Jjan szamithato a kristdlyra jellemzd (g, — g.) optikai anizotrdpia faktor, ami nagysdgrendileg
10-100 kozott vdltozik.

Megiéllapithattuk tehat, hogy a hemozoin kristdlyok orientacié foka a migneses indukci6
fliggvényében az elmélet alapjan vart gorbe szerint halad, valamint kiszdmitottuk a hemozoin
optikai anizotrépidjara jellemzd spektrumot, melynek az egyes hullimhosszaknal mért értékei
ardnyosak az egyes kristdlyok tényleges optikai anizotrépia faktordval. Ezen spektrum a kiils6é

magneses tértdl fliggetlen, pusztan a kristalyok optikai tulajdonsédgaitol fiigg.

5.4. Vérben szuszpendalt kristalyok vizsgalata

A hemozoin kristdlyok vizes szuszpenzidinak vizsgalatdval kimutattam, hogy a magnesesen
indukalt linedris dikroizmus mérése alkalmas a hemozoin koncentracié kvantitativ meghataro-

zaséra. Felmeriil a kérdés, hogy mennyiben befolyasolja a detektalhatosagot, illetve a linedris
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dikroizmus spektrumot, ha a kozeg nevezetesen vér, illetve vérplazma, hiszen a valds diagnézis-
ban eredendden ilyen feltételek adottak. Ezen méréseket mar az djabb, 2. szintézisbdl szdrmazd
mintdkon végeztem.

Prof. Zelles Tivadar, a Semmelweis Egyetem Oralbiol6giai Tanszékének professzora biz-
tositott szamunkra patkdnybdl szarmazo6 teljes vért €s centrifugdldssal elvalasztott vérplazmat,
melyekbdl eldallitottam a kivant koncentracidji hemozoin szuszpenzidkat. A vérplazma 90%-
ban vizet tartalmaz, 10%-at a vizben oldott ionok és szerves molekulak teszik ki. A centrifugalas
sordn a vérplazmdban marad az tn. fibrinogén fehérje, mely a véralvadasban jatszik szerepet.
Ha a teljes vért hagyjuk megalvadni, a felszinen elkiiloniil az Gn. vérsavo, vagy szérum, mely
Osszetételében majdnem megegyezik a vérplazmaval, de nem tartalmaz fibrinogént, igy nem is
alvad meg. A vérplazma és a szérum is teljesen attetsz6, ami vélhetleg megkonnyiti a benniik
1évo kristdlyok detektdlasat a teljes vérhez képest. Kontroll mérés gyanant fizioldgids séoldatba
szuszpenddlt hemozoint hasznaltam. Az azonos koncentraciéji (10ug/ml-es), kiillonboz6 ko-

zegben 1év6 mintdk spektrumadt a (5.8 dbra) szemlélteti.
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5.8. abra. 2. szintézissel késziilt beta-hematin kristdlyok szuszpenzidjanak LD spektruma fizio-
logias sooldatban, teljes vérben és vérplazmdban. Megfigyelhetd, hogy a vérplazmdban szusz-
penddlt hemozoin detektdlhatosdga azonos a vizes kozegbeli kristdlyokéval, azonban a vérben
az érzékenység legaldbb harmaddra csokken, tovabbd 600nm-nél rovidebb hullamhosszakra a
megnovekedd abszorpcio miatt a detektdlt intenzitds drasztikusan leesik és a jel zajossd vdalik.

A linedris dikroizmus spektrumokat elemezve megallapithatd, hogy a spektrumok abszolut
értéke és relativ zaja kozel azonos fiziol6gids s6 oldatban, illetve vérplazmdban 1év6 hemo-
zoin kristdlyokra, igy a detektdlds ugyanolyan érzékenységgel elvégezhetd vérplazmdban is,
mint vizben. Ezzel szemben a teljes vérben szuszpendalt kristdlyokon detektalt jel amplitiddja
kb. harmadara csokkent, ami a teljes vérben torténé diagnézis érzékenységének csokkenésé-
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hez vezet, tovabba 600nm-nél rovidebb hullimhosszakra a teljes vér abszorpcidja drasztikusan
megnd, igy lecsokken a transzmittélt intenzitds, ami a jel-zaj viszony erds romldsat okozza.

A fenti eredmény tehat a kdvetkezd tanulsdggal szolgél: amennyiben elérhetd, hogy a szer-
vezetben keletkezd hemozoin kristdlyok nagy részét egyszerti médszerekkel elvélasszuk a vo-
rosvértestektdl, azaz a kristalyok a vérplazmadban, illetve a szérumban koncentrdlédjanak, ugy a
detektdlas érzékenysége vdltozatlanul j6 maradhat. Ha azonban ez a szeparacié nem megvaldsit-
hato, akkor a detektalasi kiiszob legalabb 3-szorosara nd. Teljes vérben a késobbi, monokroma-
tikus fénnyel torténé méréskor célszert a vizsgdld 1ézer hullimhosszat ugy megvalasztanunk,
hogy arra vonatkoz6an mind a vér transzmisszidja, mind pedig a hemozoin mégnesesen indu-
kalt linedris dikroizmusa elegendden nagy legyen. Ez a mérési tapasztalatok szerint a 650nm
koriili hulldimhossztartomanyra jol teljesiil. A vérplazmabdl €s szérumbdl kinyerheté hemozoin

ardnydnak meghatdrozdsa jovobeli terveim részét képezi.
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6. fejezet

Ut a diagnosztika felé

6.1. Magneses modulacio lehetosége

Az el6z6 fejezetekben bemutatott nagy érzékenységili spektrométer haszndlatdval sikeriilt
fényt deriteni a hemozoin kristdlyok alapvet6 mikroszkopikus tulajdonsdgaira, valamint bebi-
zonyosodott, hogy a mdgnesesen indukalt lindris dikroizmus mérése pontos €s kvantitativ esz-
koze lehet a maldria diagnézisnak. A klinikai diagnosztikdban azonban olyan berendezésre van
sziikség, amely az érintett, szegényebb teriileteken is alkalmazhatd, azaz olcsé alkatrészeket tar-
talmaz, konnyen, szakértelem nélkiil kezelhet6 és egy diagnosztikai mérés koltsége elenyészo.
A hemozoin kristdlyok alapveté magneses €s optikai tulajdonsdgairdl szerzett ismereteim birto-
kaban egy 4j mérési modszert fejlesztettem ki azok magneto-optikai kimutatdsara. A médszer
teszteléséhez 6sszedllitottam egy berendezést, mely ugyanazon effektus (a magnesesen indukalt
linedris dikroizmus) alapjdn képes detektdlni a hemozoint, azonban a polarizicié modulaciét —
a koltséges PEM haszndlatat kikiiszobolve — az eddigiektdl eltérd elven valdsitottam meg. Az
alabbi fejezetben ezt a technikdt mutatom be, majd az Gjonnan épitett berendezéssel végzett
tesztmérések eredményeit részletezem.

Amint azt a méréstechnikdrol szol6 fejezetben kifejtettem, a polarizacié modulacié nagy
érzékenységli modszer a polarizacids effektusok kimutatdsara. Az eddigiekben ezt a célt egy
fotoelasztikus modulator latta el, mely a sztatikus térben rendezett (a hdmérsékleti fluktuéci-
oktol eltekintve) sztatikus kristalyokra esd fény polarizacios allapotat valtoztatta meg periodi-
kusan. Ehelyett a beesd fény polarizacigjat dllandonak tartva, a kristdlyokat hasznéltam "forgd
polarizatorként", orientaciéjukat idében periodikusan véltoztatva. A linedris dikroizmus mag-
neses térfiiggését vizsgalva kimutattam, hogy a kristadlyok — nagy mdgneses anizotropidjuknak
koszonhetden — szobahOmérsékleten mintegy 1T magneses indukcidji térrel a magneses tér
irdnyédba rendezhetdk. Ha a méagneses tér irdnyat valtoztatjuk, azzal a kristalyok irdnyultsdga is
megvaltozik. Tehat, ha létre tudunk hozni egy a mintatér koriil forgé homogén és elegendéen
nagy indukciéjd magneses teret, megfeleld frekvencian forgatva azt, a kristdlyok maguk is for-
gathatSk a szuszpenziéban (vérben). Igy tulajdonképpen a dikroikus kristalyokat, mint forgé
polarizatorokat képzelhetjiik el, melyek periodikusan (a forgds frekvencidjanak kétszeresével)
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modulaljdk a bejovo polarizdcidnak megfelels és arra merdleges polarizacids sikokban mérhetd
intenzitast. A kristalyok dinamikdjénak részletesebb targyaldsa és annak kapcsolata az altalam
mért mennyiségekkel a 6.3. fejezetben talalhato.

Tekintsiik a 6.1 dbrdn lathatd 0sszedllitast. A vizsgdld fényt — melyet egy 1ézerdidda bo-
csat ki — a vizszinteshez képest 45 fokos sikban polarizaljuk, majd mérjiikk a mintan athaladé
nyalab 0°-os és 90°-os polarizaciéju komponensének intenzitdsat. Az egyes intenzitasokat egy
kiegyenlitett fotodidda-par detektdlja, melynek kimeneti differenciél erdsit6je a két intenzitds
kiilonbségét képezi, ily médon megszabadulva a 1ézerdidda intenzitasdnak fluktudciéitdl és az
egyéb polarizaciofiiggetlen parazita effektusoktdl. Amennyiben a vizszintes és fiiggdleges po-
larizacioval a mintdra érkezd fényre a transzmisszié megegyezik, a detektor kimend jele zérus,
igy csak a méagnesesen generdlt linedris dikroizmus eredményez véges kiilonbségi jelet. A be-

7z

rendezésben a forgathaté magneses tér elddllitisdhoz egy tn. Halbach geometridjd mégnest
[17] épitettem. A gy(r( alakd mégnes egyes szegmensei egymashoz képest az dramutatd jara-
saval megegyezd iranyban elforgatott magnesezettségli permanens (Nd) magnesekbdl dllnak. A
cikkek magnesezettsége a gylirli korbejardsa soran kétszer fordul korbe. Ilyen elrendezésben a
magnesgyliriin beliil az egyes alkoté magnesek viszonylag homogén és er6s méagneses indukciét
hoznak 1étre (1,2-1,3T), mig a gy(r(in kiviil az indukci6 kozel zérus (B;,, = Brem In(Rout/ Rin)s
ahol B,.,, a FM anyagbeli remanens fluxusstiriség, R;, és R,,; pedig a gylir( bels6 és kiilsd
sugara). A mdagnesgy(r(it villanymotorral forgatva a mintatérben fellépd mégneses indukcio
irdnya az optikai tengely, azaz a fény terjedési irdnya koriil egyenletes frekvencidval forgathatd.

Kovessiik ismét végig a polarizdcié megviltozasit a fényuton a kordbbi tdrgyaldshoz ha-
sonldéan Jones formalizmusban! A mintédra es6 fényben az elektromos térerdsség vektora a fény

terjedési irdnydra (x) merSleges (yz) tranzverzalis altéren:

1
E0:(1>. (6.1)

z2_ .z

Tegyiik fel, hogy a mintdban szuszpendalt dllapotban 1év6 kristdlyok a magneses indukci6
irdnydval minden iddpillanatban parhuzamos irdnyban allnak be (vagy dlland6 f4zissal lema-
radva kovetik azt). Ekkor a vizszinteshez képest ¢(t) = wt szogben orientalt kristdlyok transz-
misszios matrixat a kristalyok sajat bazisaban felirt transzmisszios matrix elforgatottjaként sza-

mithatjuk:

_ [ cos(0®) —sin(o() | (e 0 ) [ cos(o(t)) —sin(4()
S_(“”<¢<t>> cos(¢(t)) )( 0 t26”2><sm<¢<t>> cos<¢<t>>> o

A mintdn dthalad6 fény vizszintes és fiiggbleges polarizacidji komponensét egy Rochon
prizma valasztja sz€t térben. A detektorok helyén fellépé térerdsség:

10
E, = ( 00 ) SEy. (6.3)

40



2w signal

6.1. dbra. A forgo mdgneses terii osszedllitds sematikus dbrdja. A 45 fokban polarizdlt lézer-
fény a forgo mdgneses térben orientdlt kristdlyokon transzmittdalodik, majd a Rochon prizmdval
szétvdlasztott vizszintes és fiiggdleges polarizdcioju komponensek intenzitdsanak kiilonbségét
detektdljuk egy kiegyenlitett fotodioda hid segitségével. A frekvenciaszelektiv és fdazisérzékeny
mérést lock-in erdsito végzi.

00
E, = ( 01 ) SEy. (6.4)

A fotodetektorok tehat az alabbi intenzitdsokat érzékelik (a fény frekvencidjanak megfeleld
intenzitds oszcillaciét a detektor nem képes kovetni, ezért az kiatlagolodik):

I o |E172|2 (6.5)

A matrixszorzasok és a abszolutérték négyzetre emelés elvégzésével a fotodiddapar érzéke-

161 altal mérhet6 intenzitasok:

1 1 1 . 1 .
Iy = 3 (t§+tg):|:§(t§—t§,) cos 2¢(t)— é(tz—ti) sin 2¢>(t)ZFZ(tZ—I—t§—2tytz cos AO) sin4¢(t),
(6.6)
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ahol A© = O, — ©,. A két intenzitds kiilonbsége, a kristdlyok szogének id6fiiggését behe-

lyettesitve:

1
Al =11, = (£ — t;) cos 2wt — 5(2tytz cos AO) sin 4wt. (6.7)

A fenti képletbdl kvantitativan is tiikrozédik az az intuitiv feltevés, hogy a transzmittdlt in-
tenzitiasban a forgatds frekvencidjdnak kétszeresével jelenik meg a linedris dikroizmus. Mérjiik
ugyanis példdul az /; intenzitds dc komponensét egy voltmérdvel (elegendden nagy modulé-
cids frekvencia mellett, melyet az egyendramui méromiiszer nem képes kovetni, ez egzaktul a
dc komponenst adja vissza). A linedris dikroizmus ekkor definici6 szerint (3.14) kifejezhetd a
mért mennyiségekkel:

AT _ ’EZ|2 - |gy’2 _ A[21“ (6.8)
T 7 2(62+ 62 4’ '

ahol Al a forgds frekvencidjdnak kétszeresére dllitott lock-in méréssel mérhetd intenzi-

27 2

taskomponens, /; pedig az egyik fotodetektorra kotott dc voltmérd altal mért érték.

6.2. A forgo magneses elrendezés

7

Az eldz0 fejezetben targyalt séma alapjan optikai asztalon dsszedllitottam a forgd méagne-
ses térrel moduldlt optikai elrendezést (6.2 dbra). A A = 635nm hulldmhosszisagu fényt egy
lézerdidda (1) bocsétja ki. Ezt a fényt egy polarizator (2) a vizszinteshez képest 45°-ban polari-
zalja. Ha a — minta nélkiili — fénytitban jelen van kettdstord, vagy dikroikus elem, a polarizator
szogének forgatdsaval a fotodiddapar kiilonbségi jelét kinulldzva, ezek polarizaci6 forgatdsa ki-
kiiszobolhetd, €s a méréskor csak a magnesesen indukélt linedris dikroizmus hatasat észleljiik.

A Halbach mégnest (3) 16 db neodimium magneskorongbdl vizsugaras vigassal kivagott
korcikkbdl ragasztottam egymdshoz. A magnesgy(iri egy — a tanszék miihelyében gyarttatott
— rézperselybe illeszkedik tovabbi rogzités és a csapdgyazds céljabol. A persely kiilsé pere-
mére szorithatd a csapagysor, melynek 4116 része a kiilsd, teflonbdl késziilt gylirtihoz rogzithetd.
A belsd, forgd részhez rogzitett magnes igy egy villanymotor (4) segitségével forgathatd egy
O-gytri kozvetitésével. A motort egy Delta tdpegységen keresztiil szamitégéppel vezéreltem.
Tesztméréseim sordn kiilonb6z6 villanymotorok és attételek segitségével a 0,1Hz-150Hz tarto-
manyban véltoztattam a motor frekvencidjat. A magnesgy(ri egyik oldaldnak feliilete 4 egyenld
korcikkben fekete-fehér szinezéssel van elldtva, aminek koszonhetden a gylirivel szemben elhe-
lyezett reflexids optokapu (6) SV-os (TTL) négyszogjelet szolgdltat a magnes fordulatszdmanak
kétszeres frekvencidjaval. Ez a négyszogjel szolgal a lock-in er8sitd referencia bemenetéiil.

A mintén 4thaladé fény vizszintes és fliggdleges polarizacidji komponensét egy Rochon (7)
prizma vélasztja ketté vizszintes sikban (a Rochon prizma azonos a spektrométerben felhasznalt
eszkozzel). A térben szétvalasztott nyaldbok a kiegyenlitett fotodiéda par (8) érzékelbire esnek.

o 2

A késziilék beépitett elektronikdja egy 30x-os miiveleti erdsitdt tartalmaz, mely a két detektor

42



altal mért intenzitdsok kiilonbségével ardnyos fesziiltséget 4llit eld. Ez a kimenet csatlakozik
a lock-in erdsit6 bemenetére, mely a referencia jellel (2f) azonos frekvenciat szelektalja. Ezen
kiviil az 1-es fotodidda jelét egy Keithley tipusu dc voltmérével mértem, melyen a legnagyobb,
100 pontos atlagolast dllitottam be a moduldciébdl szarmazé alacsonyfrekvencids id6fiiggo je-

lek kisziirése érdekében.

6.2. dbra. A megvaldsult forgo mdgneses elrendezés. 1. lézerdioda N = 635nm 2. polarizdtor
(45°) 3. forgomdgnes 4. villanymotor 5. mintatarté (2,3cm fényiit) 6. reflexios optokapu 7.Ro-
chon prizma 8. kiegyenlitett fotodioda hid

A mintatart6 (5) egy teflon henger, két végén iivegablakkal elldtva, mely a magnesgy(rt
kozepébe illeszthetd ugy, hogy azzal a magnes forgdsit nem akaddlyozza. A két iivegablak ko-
z0tti tdvolsdg, azaz a mintatartoban a fényut 2,3cm. A hemozoin kristilyok vizes szuszpenzigjat
injekcids tlivel lehet a mintatartoba fecskendezni.

A mérés automatizalasdhoz mérdszoftvert készitettem, mely Iépteti a motor frekvencidjat,

PN

beolvassa ezen frekvencia mdsodik harmonikusdval mért jelet a lock-in er&sitérdl, és ezt a Ke-
ithley voltmérd altal mért dc fesziiltséggel normadlja. Ily médon az egyes hemozoin szuszpen-
zi0k linedris dikroizmus vélaszat mértem a magneses tér kétszeres forgatasi frekvencidjanak

fliggvényében a (6.8) képletnek megfelel6 mdédon.
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6.3. Meérési eredmények, a berendezés érzékenysége

Az elkésziilt berendezés mindsitéséhez tesztméréseket végeztem kiilonb6z6 koncentracidju,
vizben szuszpendélt hemozoin mintdkon. A mérések sordn széles, mintegy 5 nagysagrendet
atfogd koncentracié tartomdnyt vizsgaltam. A legtoményebb szuszpenzié 30ug/ml-es, mig a
leghigabb 0, 5ng/ml-es koncentracidji volt. Ez utébbi egy nagysigrenddel a ma legpontosabb
moédszerekkel kimutathaté kiiszob (5ng/ml) alatt taldlhato.

A kiilonb6z6 koncentraciéjd hemozoin szuszpenzidk LD amplitidéjinak €s fazisanak frek-
venciafiiggését a (6.3 dbra) tartalmazza. Az egyes gorbéket a hozzajuk tartoz6 koncentracioval
normaltam. J6I 1athat6, hogy a normalt gorbék viszonylag jol egymadsra skdldzédnak. Az eltérést
foként a koncentraciok bemérési pontatlansidga okozza (vegyiik figyelembe az 5 nagysagrend-
nyl terjedelmet az atfogott koncentricié tartomdnyban, 6sszehasonlitva a spektrométeres mérés
1 nagysagrendjével). A linedris koncentraciofiiggés teljesiilése meggy6z0 bizonyiték a mérés
pontossdgara. Megfigyelhetd, hogy a legkisebb mért koncentracié (0, 5ng/ml) is még bizton-
sdgosan kimutathatd. Ezen eljards tehdt rendkiviil érzékeny eszkozt kindl a maldria pigmentek

detektdlasara, igy alkalmas lehet a klinikai diagnosztikai felhasznalésra.
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6.3. dbra. Bal panel: Hemozoin szuszpenziok koncentrdcioval normdlt linedris dikroizmusa
(AT /T) a mdgnes forgatdsi frekvencidjdnak kétszerese fiiggvényében. A szuszpenzick 5 nagy-
sdagrendnyi koncentrdciotartomdnyt fednek le, a 0,5 ng/ml-es koncentrdcio is még jo biztonsdg-
gal kimutathato. A gorbék jellegzetes frekvenciamenete a kristdlyok kozegbeli dinamikdjdanak
eredménye.

Jobb panel: Hemozoin szuszpenziok linedris dikroizmus jelének fdazisa a mdgnes forgatdsi frek-
vencidjanak kétszerese fiiggvényében. Jol ldthato, hogy a széles koncentrdcio tartomdny elle-
nére a mért jel fazisa fiiggetlen a koncentrdciotol és jol reprodukdl a kiilonbozé mérések sordn.

A nagyobb toménységli szuszpenzidk linedris dikroizmus védlaszdt megmértem tobb motor
segitségével szélesebb forgatdsi frekvencia tartomanyon is. A rendszer frekvenciafiiggd vala-
szanak amplitadgjat és fazisat a (6.4) grafikonok dbrazoljak.
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6.4. abra. 0,3 pug/ml koncentrdcidji hemozoin szuszpenzié linedris dikroizmus amplitido és
fadzis vdlasza a motor kétszeres frekvencidjdanak fiiggvényében (logaritmikus skdla). Az effektus 1
Hz alatt frekvenciafiiggetlen, magasabb frekvencidkon drasztikusan csokken, mivel a kristdlyok
nem képesek kovetni a mdgneses tér forgdsdt.

A jellegzetes frekvenciafiiggést kvalitativan megérthetjiik, ha elképzeljiikk a folyadékban
szuszpendalt kristdlyok mozgdsat a kiilsé forgé magneses térben. A mégneses indukcid szta-
tikus esetben meghatdrozza a kristalyok orientaciéjanak eloszlasfiiggvényét (1asd: 3.2. fejezet).
Periodikus forgatds esetén a rendszer egy gerjesztett rezgéssel anal6g, melyben a gerjesztett pa-
raméter a kristdlyok orientdcidjdnak szoge, a gerjesztés a magneses indukcid altal a kristalyok-
ban indukélt magneses momentumra haté nyomaték, mig a kozegellendllas csillapitdsként jele-
nik meg. A fazisérzékenyen mért linedris dikroizmus amplitiddja és — a gerjesztéshez képesti
— fazisa lényegében a rendszer komplex valasza ezen gerjesztésre. A fentiek mellett a Brown-
mozgds egy Langevin-féle zajjal modellezhetd egy a kristdlyok forgdsat leiré sztochasztikus

differencidlegyenletben:

d¢ _ B? , 0¢
B, — ka + M(t) = EV(XZZ — Xaz) Sin (47 ft — 2¢)) — ka

0% B
2 [m(¢) x

+ M(2),

(6.9)

ahol O a kristalyok tehetetlenségi nyomatéka, ¢ az orientdci6 szoge, M pedig a Langevin-
zaj, mely a Brown-mozgésbol szarmazik.

Anélkiil, hogy a fenti egyenletet numerikusan, vagy az egyenlet linearizdldsaval megol-
danénk, a rendszer viselkedése szemléletesen megérthetd. Kis frekvencidkon a kristalyok jol
tudjak kovetni a magneses tér valtozasat, 1ényegében egyiitt forognak a mignessel. Ilyenkor a
linedris dikroizmusban maximalis amplitidét mérhetiink (dc hatareset) a forgatasi frekvencia
kétszeresével. Nagyobb fordulatszdmon el6szor faziskésés 1ép fel a kristdlyok orientdcidja és a
magneses indukci6 irdnya kozt. Ezen faziskésés azonban nem befolyédsolja az amplitidé nagy-

sagat, hiszen a kristdlyok még mindig a gerjeszt6 frekvencidval forognak, csak egy bizonyos
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szoggel lemaradva a magneses térhez képest. Egy kritikus frekvencia utdn ezzel szemben mar
nem tudjdk kovetni a magneses indukcid forgdsat, innentdl erésen csillapitott rezgést végez-
nek (O(t) = Po(f)cos (2nft + O(f))), melynek amplitiddja, és ezzel a linedris dikroizmus
abszolut értéke a fordulatszdm novelésével drasztikusan csokken.

A rendszer modellezéséhez a — Langevin-tagot elhagyva — analitikusan vizsgédltam a diffe-
rencidl egyenletet alacsony frekvencids hatdresetben, dm az a feltételezett geometriai paramé-
tereket és a kordbbiakban illesztett szuszceptibilitds anizotropidt felhaszndlva a mértnél joval
nagyobb levagési frekvencidt josol, ezért a megoldast itt kiilon nem részletezem. A homérsék-
leti fluktudcidk modellezését a késGbbiekben numerikus szimulédcidval tervezziik megoldani.
Jelen dolgozat célja azonban els6 sorban a diagnosztika lehet6ségének vizsgélata volt, melyet
— érzékenység tekintetében — pozitiv eredménnyel zarhatunk, és megéllapithatjuk, hogy a méd-
szer alkalmas lehet klinikai hasznélatra.

Mindazonaltal hatra van még egy igen lényeges kérdés megvalaszoldsa: kimutathatok-e a
vérben 1évé hemozoin kristdlyok ezen moédszerrel? El6zetes probdlkozédsaink ezen a téren egy-
elére nem jartak sikerrel, mivel a mintatartoban megtett fényuton a 1ézerdidda fénye nem jut 4t
teljes vérben. Egy megoldasnak kindlkozik a vér vizzel val6 higitasa. A val6sdgban mindenkép-
pen sziikség van a vorosvértestek hemolizisére (a hemoglobin kiszabaduldsa a vorosvértestbdl
a vorosvértest membranjanak sériilésekor), hogy az esetlegesen a vértesten beliil felhalmoz6do
kristalyok is kijussanak a plazméba. A hemolizdlast nagyon gyakran éppen desztillalt viz hoz-
zadadaséaval (10-20-szoros higitdssal) érik el. Ez megoldast nyujt az atlatszosdgra, ugyanakkor
koncentraciovesztést, igy az érzékenység romldsit okozza. Megvizsgéltam, hogy higitott vér-
ben mi az a hemozoin koncentréacid, ami még jé biztonsaggal kimutathato, és ez a hemolizalast
kovetd, a vér mintegy 20-szoros higitasa el6tt mekkora koncentraciénak felelne meg egy be-
tegnél (a szuszpenziok elkészitésénél eredetileg kis mennyiségii vizben elkevert kristalyokat
hasznéltam, ezért a valodi higitds 20-ndl némileg tobb — 14sd (6.5 abra) feliratait). Felvettem a
kiilonboz6 toménységl, vérbol készitett szuszpenzidk linedris dikroizmus amplitidéjat a motor
frekvencidjanak fiiggvényében, majd azokat a megfeleld koncentracidkkal normaltam. Annak
ellendrzéseképpen, hogy a vér egyéb alkotdi nem mutatnak-e hasonlé effektust, készitettem
egy higitott vérmintét, melybe nem tettem hemozoin kristdlyt, és ezen folyadék éltal szolgal-
tatott alapvonalat is megmértem. A (6.5 dbra) egy toményebb, ¢ = 0,03ug/ml-es, és a leg-
higabb mérhetd minta ¢ = 0,0012xg/ml — koncentraciéval normdlt — LD amplitdddjat tartal-
mazza, valamint a hemozointdl mentes vérminta jelét, melyet az 6sszehasonlithatosag kedvéért
szintén ¢ = 0,00129/ml koncentrdciéval normdltam. Ezen koncentrdcidk — ha figyelembe
vessziik a teljes vér higuldsa miatti koncentracidvesztést — megfelelnének a fertdzott vér kiin-
duldsi ¢ = 0,67ug/ml és ¢ = 0,025ug/ml koncentracidjanak. Ez utébbi, még tovabbra is a
gyors diagnosztikai tesztek érzékenységi kiiszobe (¢ = 0, 06g/ml) alatt taldlhat6, vagyis azok
pontossiga ilyen médon is feliilmulhato, tovabbd a kvantitativ mérés segitségével a betegség

stddiumardl is informdciét kaphatunk.
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6.5. dbra. ¢ = 0,03ug/ml és ¢ = 0,0012pg/ml koncentrdcidjii hemozoin szuszpenziok linedris
dikroizmus vdlaszdnak — koncentrdcioval normdlt — amplitiidoja a motor kétszeres frekvenci-
djdnak fiiggvényében. Megdllapithato, hogy a higabb szuszpenzio jele is jol elkiiloniil a tiszta
(hemozoin nélkiili) vizzel higitott alapvonaltol, és koveti a toményebb szuszpenziora jellemzé
[frekvenciafiiggést. Ezen szuszpenziot a tiszta vér 20,8-szoros higitdsdval dllitottam elo, azaz a
fert6zott vérben ¢ = 0,025ug/ml-es koncentrdcio még jo biztonsdggal kimutathato ezzel az
eljardssal, ami feliilmiilja a gyors diagnosztikai tesztek érzékenységét.

A grafikon adataibdl kideriil, hogy a véralkotdk jelenléte nem befolyésolja jelentdsen a he-
mozoin dltal mutatott linedris dikroizmus jelét, valamint a hemozoint nem tartalmazé higitott
vérminta nem mutat magnesesen indukalt linedris dikroimust. A legkisebb, biztosan mérhetd
koncentrici6 higitott vérben alacsonyabb, mint a gyors diagnosztikai tesztek érzékenységi kii-
szObe, bar a mérés ekkor mar meglehetdsen zajos. Az érzékenység novelése ugy lehetséges,
ha a fert6zott vérbdl sikeriil a hemoglobintdl valamilyen médon megszabadulni, és a hemozoin
kristalyokat a vérplazmdban, vagy szérumban elkiiloniteni. A kozeljovoben ezért azt vizsgalom
meg, hogy a teljes vérbe szuszpendalt hemozoin kristdlyok milyen hanyada marad szobahSmér-
sékletd véralvadas és iilepedés soran a felszinen keletkezd atlatszé szérumban.

Amennyiben a vérben torténé detektdlds kérdése megoldddik, tovdbbi 1épéseket tervezek
tenni a diagnosztikai berendezés fejlesztése irdnydban. A lock-in erdsitot és a dc voltmérét
kifejezetten az optimélis mérési feltételek altal behatarolt paraméterekre méretezett, egyszerd
és olcsé elektronikdval helyettesiteném. Ezek utdn minden lehet6ség adott volna a berendezés

prototipusanak elkészitésére, és a klinikai tesztelésre.
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7. fejezet

Eredmények, jovobeni tervek

Munkdm sordn 6sszedllitottam egy polarizacié moduldcién alapulé magneto-optikai spekt-
rométert, mellyel széles hullimhossztartomanyban (A = 170—1300nm) megmértem szintetikus
uton eldallitott malaria pigment (hemozoin) vizes szuszpenzidinak magnesesen indukélt linedris
dikroizmus spektrumét. A 14that6 tartomanyon beliil tobb cstics is megfigyelhet6 a spektrum-
ban, mely a hemozoin kristdlyokra jellemzd, igy egy tobb komponensti oldatban (pl. vér) le-
hetdséget biztosithat a hemozoin azonositasara. Ezen feliil a csticsok pontos helyének ismerete
fontos a maximadlis érzékenység elérésének érdekében. A dikroizmus spektrumok kiilonbozé
toménységek mellett torténd mérésével megbizonyosodtam réla, hogy a jelenség a koncentra-
cid linedris fiiggvénye, igy mérése alkalmas lehet a maldria fert6z€s stidiumanak megéllapi-
tasdra, tehat megalapozott egy ilyen elven miikodd orvosi diagnosztikai eszkoz fejlesztése. A
gyakorlatban ennek megvaldsitasara egy egyszeriibb és olcsobb, magneses moduldcion alapul6
megoldas tlinik a legmegfelel6bbnek. Tesztméréseim sordn kidertilt, hogy egy ilyen eszkoz pon-
tossdga meghaladhatja az orvosi gyakorlatban ma haszndlt diagnosztikai eljarasokét. A kozeli
jovében ezen berendezés tovabbfejlesztését tervezem.

Megvizsgaltam a hemozoin szuszpenzidk optikai viselkedését a magneses tér fiiggvényé-
ben. A mérési eredmények amellett, hogy kivalo egyezést mutattak a modell szamitasokkal (j6
példa erre a kristalyok orientacidjanak térfiiggése), lehetdséget biztositottak a hemozoin kristd-
lyok alapvet6 tulajdonsdgainak, a méagneses és optikai anizotrépidnak kvantitativ meghatdroza-
sara. A tapasztalatom az, hogy a hemozoin kristdlyok nagy méagneses anizotropidjuknal fogva
(LXX” ~ 1/3) a kiils6 magneses térrel konnyen rendezhetSek a szuszpenzidban. Tobbek kozott
ez a jelenség nyujthat lehetdséget a hemozoin minden més véralkot6tdl fiiggetlen kimutatdsira
magneses moduléciét haszndlva.

Jelenleg tobb irdnyban is kutatdsokat folytatunk a hemozoin mdgneses tulajdonsdgainak
még alaposabb feltérképezése érdekében. El6szor is nagy toménységli hemozoin szuszpenzid-
kat készitettem, melyeket er6s magneses térbe helyezve zselatinnal begélesitettem, ezzel fixdlva
a kristdlyok orientdcigjat. Ezen géleken dr. Kiss Laszlé Ferenc segitségével az MTA Wigner
Fizikai Kutatékozpontban végziink magnesezettség méréseket, melyekbdl pontos és fiiggetlen

becslést varunk a magneses anizotrépidra, valamint annak hémérsékletfiiggésére. A magneses
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térben rendezett mintdkat tovabba elektronmikroszképos mérésekkel szeretném vizudlisan is
megjeleniteni, ezdltal vdlaszt kaphatunk arra a kérdésre, hogy a rendez6dés valéban a tliszerd
kristalyok egyirdnyu allasét jelenti, vagy csak kristdlytani értelemben, az elemi cellak rendezdd-
nek egy irdnyba, és ez az irdny fiiggetlen a morfoldgiailag kijelolt hossztengelytdl. Ez utébbi
esetben a linedris dikroizmus kizarélagos okdnak a kristdlytani (elektronikus) anizotrépiat tu-
lajdonithatnank. Ugyanezen célbol a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugérbioldgiai Inté-
zetének egylittmiikodésével optikai csipeszes és konfokdlis mikroszképos méréseket végziink
hemozoin szuszpenzidkon illetve géleken.

Ezen kiviil szeretném behatobban megvizsgilni a hemozoin kristdlyok dinamik4jat folya-
dékokban, magneses forgatds hatasara. Ehhez elvégeztem a linedris dikroizmus frekvenciava-
laszanak mérését kiillonbozd viszkozitasu kdzegekben (aceton, viz, metilalkohol, propanol), és
a vdrakozasoknak megfelelGen a kisebb viszkozitdsu folyadékokban a levdgasi frekvencia ma-
gasabb értékek felé tolddik, megfelel6en annak, hogy a kisebb csillapitds hatdsara a kristalyok
jobban tudjak kovetni a magneses tér forgasat. Az eredmények kvantitativ értelmezésére nume-
rikus szamoldsokat tervezek elvégezni.

A diagnosztikét tekintve a legaktudlisabb probléma a vérben torténd detektdlds megoldésa.
A kozeljovoben kisérletet fogok tenni a hemozoin kristdlyok szérumban torténd elkiilonitésére.
Ez utdn nyilna lehet6ség a diagnosztikai berendezés tovéabbi fejlesztésére, egy prototipus elké-
szitésére.
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valé irdnymutatdsaiért és rendkiviili segitokészségéért.
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val6 kozremikodéséért.
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kiilon koszonom Orban Agnesnek a kisérletekben val6 segitségét, mellyel nagyban hozzdjarult

a hatékony munkéhoz.
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Fiiggelék

A spektrométerben felhasznalt optikai elemek adatai

Fényforrdsok Hulldmhossztartomédny
T5W Xe 200-800nm
100W Halogén 800-1300nm
Lencsék Suprasil3
sorszam d(mm) f(mm)
1 70 80
2 70 260
3 25,5 100
4 25,5 50
5 25,4 50
6 25,4 50
Récsos spektrométer Newport-Oriel 74100
Hulldamhossz(nm) Récs szama
200-320,07 1
320,07-640,07 2
640,07-1300 3
Sziird
Hulldamhossz(nm) Sziir6 szama
0-180 nincs szird
180-320,07 1
320,07-430,07 2
430,07-640,07 3
640-07-840,07 4
840-1300 5
PEM PEM-90 i/FS50
Polarizator Rochon prizma, BBO (190-3500nm)
Detektor Hulldmhossztartomany (nm)

PMT
InGaAs

180-800
700-1800
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