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I. APhD értekezeés kivonatai

I.I. Nagyérzékenységii jelolésmentes bioszenzorika: optikai, mikrofluidikai
fejlesztések a fehérjék, baktériumok és extracellularis vezikulak fellleti

kitapadasainak detektalasahoz

F6 tudomanyos tevékenységem a GCI (Grating Coupled Interferometry), racscsatolt
interferometrikus szenzor, egy jelolésmentes, nagy érzékenységili, optikai miiszer fejlesztését és
alkalmazésait foglalja magaban. Kutatasaim soran bevezetésre Kerllt egy precizios optikali
hullamvezeté alapu érzékeldcsip, mely magas optikai mindségének koszonhetden nagy
¢érzékenységet tesz lehetévé. Feladatom volt a rendszer hémérsékleti stabilitdsanak megoldésa,
valamint a fluidikai rendszer kialakitasa is. Munkdm soran egy Uj GCI optikai elrendezés ker(lt
kifejlesztésre a nagyobb érzékenyseg és stabilitds elérése érdekében. Céliranyos Kkiserletekkel
igazoltam, hogy a kifejlesztett berendezés a torésmutatovaltozast 107-10® pontossaggal, az
érzékeléfeliiletre  kitapadt anyagmennyiséget pedig 0,1 pg/mm? alatti pontossaggal képes

meghatarozni.

Napjainkban altalanos elvaras, hogy a méréseink soran minél kevesebb mintabdl nyerhessink
értékelheté eredményt. Ehhez egy olyan mikrofluidikai rendszer kialakitasara volt sziikség, mely
teljes mértékben biokompatibilis, nem vizoldékony ¢€s egyszeriien, gyorsan eléallithato. Az altalam
bevezetett kétoldali ragasztd alapt mikrofluidikai rendszer eleget tesz a felsorolt
kovetelmeényeknek. A kialakitott mikrofluidikai rendszer lehetové teszi, hogy néhany mikroliter
térfogatl minta felhasznalasaval sikeres mérést hajtsunk végre, kozelebb keriilve a ,,point of care”
diagnosztikdhoz. Ezenkivil jelentGsnek tartom, hogy a kétoldali ragasztonak koszonhetéen
lehet6ség nyilt atlatszo fluidikaval integrélt szenzor kialakitasara, mely parhuzamos mikroszképos

méréseket tesz lehetdvé, kiegészité képi informaciot adva a bioszenzoros adatokhoz.

Munkam masodik f6 tevékenysége arra fokuszalt, hogy a fenti szenzor kimagaslo
érzekenységét kiaknazzuk a modern bioldgiai kutatdsokban. Tanulmanyoztam tobbek kozott
fehérjek (fibrinogén, avidin) és baktériumok (szalmonella) feluleti adhéziojat. Legjobb tudoméasom
szerint elséként vizsgéltam jeldlésmentes optikai bioszenzorral extracellularis vezikuldk felileti
kitapadasat. Ezen vezikulak tobbek kodzott fontos szerepet jatszanak az immun-rendszeriinkben,
sejtek kozotti kommunikacioban. Tulajdonsagaikat az 6ket 1étrehoz6 (szekretald) sejtek hatarozzak
meg. Az extracellularis vezikulak alaposabb megismerése forradalmasithatja a modern orvoslast.

Kiserleteimben matrixfehérjek (kollagén, fibronektin) és pozitivan t6ltétt polimerek rétegeire



torténd adszorpcidjat tanulmanyoztam. Céliranyos Kkitapadasi Kisérletek segitsegével kozelebb

kerulhetiink a vezikulak szervezeten bellli viselkedésének jobb megértéséhez is.



I.11. Highly sensitive label-free biosensorics: developement of optics, fluidics; for

the study of proteins, bacteria and the adhesion of extracellular vesicles

The Grating Coupled Interferometry (GCI) sensor is a label-free, highly sensitive, planar
optical waveguide based interferometry sensor. A Peltier-based temperature stabilizing system was
applied to eliminate hermal fluctuations. With the applied expanded beam | could use a double
channel based fluidic system, and one of the channels can be used as a reference. The sensitivity of

the developed GCl is around 107-10"® in RIU and it has 0.1 pg/mm? surface mass sensitivity.

The amount of the sample can be very critical. Fortunately a double-sided tape based
microcuvette system can solve these needs. The whole microfluidic preparation process takes less
than 5 minutes. The double-sided tape is absolutely biocompatible. With this system even a few
microliters of the sample is measureable. A transparent fluidic system is demonstrated, parallel

microscopic control is available.

It was important to find good, modern, biological applications for the GCI. | had studied the
adsorption of proteins, bacteria and human cell secreted extracellular vesicles. The adsorption of the

vesicles on various surfaces can be very important in therapeutic and diagnostic applications.



Sehr sensible markierungsfreie Biosensoren: Entwicklung der Optik,
Fluidtechnik zu der Untersuchung der oberflachlichen Adsorption der Proteine,

der Bakterien und der extrazellularen Vesikeln

Der Grating Coupled Interferometry Sensor ist ein markierungsfreier, sehr sensibler,
Interferometriesensor mit Flacheoptik - Wellenleiter Basis. Um die thermischen Fluktuationen zu
eliminieren, wurde ein Peltier Temperatur Stabilisierungssystem angewendet. Mit der Hilfe des
erweiterten Strahls habe ich einen Zweikanal Fluid System verwendet. Der eine ist die Referenz der
andere ist der Messkanal. Die Empfindlichkeit des entwickelten Sensors ist 107-10°

Brechungsindex Einheit und der Oberflachen Massempfindlichkeit 0.1 pg/mm?.

Die Menge des Musters ist sehr kritisch. Glucklicherweise kann das auf dem doppelseitiges
Klebeband basierende Mikrokivette System die Probleme Idsen. Die Herstellung des
mikrofluidischen Systems dauert weniger als 5 Minuten. Es ist absolut biokompatibel und die Dicke
des Bandes ist kontrollierbar. Weniger Mikroliter des Musters kann mit diesem System gemessen
werden. Dank dem durchsichtigen fluidischen System ist auch eine mikroskopische Kontrolle

maoglich.

Es war sehr wichtig, gute, moderne, biologische Anwendungen zu den GCI zu finden. Ich habe die
Adsorption der Proteine, der Bakterien und extrazellularen Vesikeln von humanen Zellen studiert.
Die Adsorption der Vesikeln auf verschiedenen Oberflachen kann in den therapeutischen und

diagnostischen Anwendungen sehr wichtig sein.



la

1.b

Tézispontok

Els6ként valdsitottam meg egy egysugaras elrendezésii jelolésmentes interferometrikus
optikai bioszenzort (Racscsatolt Interferometrikus Szenzor, angolul Grating Coupled
Interferometry, GCI). A fejlesztéshez egy ujszerti, rendkiviil j6 mindségli hullamvezetd csipet
hasznaltam fel, melyen két becsatol6 és egy kicsatolo racs talalhat6. A becsatold racsokat
egyszerre vilagitottam meg oly modon, hogy a lézerforrds fényét egy nyalabtagitoval
kitagitottam. A referenciajelet egy osztott folyadékkristalyos modulator segitsegével
generaltam. A szenzorfelileten kialakitott két fluidikai csatornaval noveltem az érzékenységet
és a stabilitast. A Kkifejlesztett GCI berendezés tetszbleges polarizacioja (TE vagy TM)
hullamvezetd modusok felhasznalasaval képes mérni. A fejlesztéseknek kdszonhetéen a GCI
alkalmas lett biologiai mintak nagy érzékenységii és rutinszerii vizsgalatara [1].

Megmutattam, hogy a GCI miiszer torésmutato-érzékenysége 107-10® nagysagrendbe esik,
feliileti érzékenysége 0,1 pg/mm? alatti. Mérések segitségével sikeriilt igazolnom, hogy a
szenzor csip lateralis homogenitasa kivalo, alkalmas valodi biol6giai mintdk mérésére is. A
szenzor a TM polarizécié alkalmazéséaval érzékenyebbnek bizonyult, mint a TE hasznélata
esetén. Az eredmények az elméleti szamolasokkal teljesen 6sszhangban allnak [1].

Kialakitottam egy kétoldald ragaszté alapu mikrofluidikai rendszert, mely teljesen
biokompatibilis, és az integracidja nem igényel speciélis laboratériumi hatteret. Egy
rajzoloprogram segitségével megtervezhetbek a csatornak, és egy szén-dioxid lézeres
gravirozoval kénnyen, gyorsan ki lehet vagni a megtervezett formakat, majd az 0sszeépitési
folyamat minddssze par percet vesz igénybe. A kialakitott mikrocsatorna magassaga az 50
um-t61 akér tébb 100 um-ig is terjedhet, a ragaszto tipusatdl fliggéen. A lézergravirozo altal
kivaghatd legvékonyabb csatorna kb. 120 um. Az altalam Kkialakitott csatornarendszer
segitségevel akar mar néhany mikroliter térfogatd folyadék is mérhetd. A rendszer
mitkodéképességét GCI szenzorral, glicerinoldat mérésén keresztil mutattam be. Széleskori
felhasznalhatésdgadt OWLS miiszerrel is demonstraltam, melyhez Kkialakitottam egy
csatornaformat, és ,.stop-flow” technikaval fehérjeadszorpcios kisérletet végeztem [2].

Az el6z6 tézispontban megfogalmazott eredményeim alapjan kialakitottam egy teljesen
atlatszo, optikai csippel integralt mikrofluidikai rendszert, melynek alkalmazésaval a méréssel
parhuzamosan mikroszkopos mérések elvégzése is lehetséges, faziskontraszt és fluoreszcens
képek készithetdk, melyekkel kiegészité vizualis informacié nyerheté a GCI szenzorral mért
adatok mellé. A kivettarendszer alkalmazhatdsagat szalmonella baktériumok letapadasanak
jelélésmentes kdvetésével igazoltam, melynek patoldgiai vonatkozasai is érdekesek [2].

Legjobb tudomasom szerint elséként vizsgaltam extracellularis vezikuldk matrixfehérjékkel
torténd kolcsonhatasat jelolésmentes bioszenzor segitségével. A mérések soran a T-limfocita
eredeti CCRF vezikuldk extracellularis matrixfehérjék és pozitivan toltott polimerek
monorétegeire torténd adszorpcidjat kovettem valds idében. Megallapitottam, hogy a CCRF
vezikuladk jol tapadtak a fibronektinnel valamint a poli-L-lizinnel bevont feluletre, de nem
rogziltek sem a kollagénnel bevont, sem pedig a bevonatlan szenzorfeliletre [3].
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Eloszo

PhD tanulményaimat a Pannon Egyetem Molekuléaris és Nanotechnoldgidk Doktori
Iskoldjaban, kutatasaimat Dr. Horvath Robert témavezetése mellett a Magyar Tudomanyos
Akadémia Energiatudomanyi Kutatokézpont Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetében
végeztem. Munkdm sordn egy nemzetkOzi egyiittmiikodés keretében részt vettem egy nagy
érzékenységl, jelolésmentes, optikai bioszenzor fejlesztésében, valamint alkalmaztam a kifejlesztett
miszert a modern bioldgiai kutatasokban. PhD disszertaciomban a fenti munkakbol szarmazo
eredményeket kivanom bemutatni. Részt vettem egyeb, a bioszenzorikat érinté kutatasokban és
egylttmikodésekben is, de ezeket az eredményeket terjedelmi okok miatt nem kivanom téargyalni
ebben a munkamban.

Napjaink rohamosan fejlodé vilagaban a bioszenzorika szerepe is egyre novekszik.
Vitathatatlanul fontos jelentdsége van a biologiai mintak (ezalatt érthetjiik akar az embert, akéar a
legkisebb fehérje molekulat is) tulajdonsagainak és viselkedésének pontos megértésében,

megismerésében, feltérképezesében.

Mielott részletekbe bocsatkoznék, fontosnak tartom, hogy definidljam, mi is az a
bioszenzorika. Az egyik legelterjedtebb definicio szerint egy bioszenzor 3 egységbdl épiil fel, a
jelfelismer6 rendszerbdl, a jelatalakitobdl és jelfeldolgozdobdl. A bioldgiai jelfelismer6 lehet enzim,
antitest, sejt, fehérje vagy valamilyen mikroorganizmus. A jelatalakitd elektromos jellé alakitja a
detektalt jelet, mely lehet optikai jel, pH, hémérséklet vagy tdmeg [4]. Az elektromos jelet pedig
szamitdgépekkel dolgozzuk fel (1. abra).

>, -
.’ 'g = ::f;a‘;“k"" elektrod
e 0 ¥ Enzim
. 4 ’2} - H valtoza félvezetd pH
' ” EaE YETOTAS elektrod
o ;8- Antitest -
<2l I Elektromos jel
4 L3 hé termisztor
o ™ : Mikroorga- .
! " o D fpmes = fény fotonszamlalé
o >
" a {} Sejt tomegvaltozas piezoelektromos
* , I - eszkoz
Molekula- S
felismerd Jelatvivok
anyagok

1. &bra A bioszenzorok mitkodését abrazold sematikus rajz [5].

Egy maésik, tagabban értelmezett definicio szerint: ,,A bioszenzor a biologiai jelek
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atalakitasara vagy detektalasara és detektalasuk megkonnyitésére szolgald eszk6z” [6]. Lathato,
hogy ez a fajta megkozelités nem foglalkozik a jelfelismerd elemmel. Ezen ertelmezés szerint az
EKG vagy az MRI késziilék is bioszenzornak tekinthetd. PhD tanulmdnyaim alatt én az els6

definicio alapjan vett bioszenzorokkal foglalkoztam.
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1. Bevezetés: A bioszenzorika jelentésége és alkalmazasi tertletei

A Dbioszenzorika nélkiilozhetetlen az orvosi diagnosztikatol a mez6gazdasagig,
élelmiszerbiztonsagon at akar a nemzetvédelmi alkalmazasokig. Bioszenszenzorikai eljarasok kozé
tartoznak tobbek kozott a legegyszerilibb orvosi rutindiagnosztikak, peldaul a vercukorszint tesztek
vagy a rékdiagnosztika, illetve kiilonbozé korokozdkat kimutatd tesztek. A mezbégazdasigban az
utobbi idében igen nagy figyelmet kapott a Fusarium gombaval szennyezett gabona. Megfeleld
méreéstechnika neélkil ez sem lenne kimutathatd, és emberek témegei betegednének meg. A
hentesnél kaphaté husnal is csak meréssel zarhatd ki, hogy botulinum toxint tartalmaz [7]. Sajnos
szomorU aktualitdsa van a napjainkban rohamosan terjed6 afrikai ebola jarvany [8] miatt is a

modern, érzékeny és terepen is hasznalhat6 bioszenzorok kialakitasanak.

Noha nemzetkdzi egyezmények tiltjAk a bioldgiai, kémiai tomegpusztité fegyverek
alkalmazasat, egyetlen modern hadsereg sem lehet hatékony a megfeleld védelem nélkiil, melynek
sarokpontja az, hogy idejében ki lehessen mutatni az esetleges fertézéseket okozd baktériumokat,

virusokat, toxinokat [7,9].

A multirezisztens korokozok megjelenésével kilondsen nagy lett a jelent6sége a korai
diagnosztikdnak. S6t, rendkiviil fontos, hogy olyan érzékeny technikadval rendelkezziink, mely mar
a testi tlinetek megjelenése el6tt kimutathatova teszi az adott betegséget, hiszen koztudott; a korabbi
diagnosztika hatvanyozottan kdnnyebbé és olcsobba teszi a megel6zést és a gyogyitast. Ennek
nemzetgazdasagi haszna is van, hiszen kevesebb lesz a beteg, és 6k is hamarabb gyégyulnak meg,
kevesebb id6t toltenek betegszabadsagon. Napjainkban a bioszenzorok egyre nagyobb térnyerése az

alap biologiai, biofizikai kutatasokban is egyértelmiien megfigyelhet6 [10-13].

Mindezek alapjan lathaté, hogy a bioszenzorika elengedhetetlen része a mindennapok
tudomanyanak. Kutatasa, fejlesztése nélkiilozhetetlen és kotelez6 egy magara valamit is add

tarsadalomnak, hiszen sajat elemi érdeke.
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2. Attekintés

2.1. Jeloloanyagokat is alkalmazd bioszenzorika

Az egyik legelterjedtebb és legismertebb, toxinokat és kérokozokat kimutatni képes technika
az ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) teszt [14]. Az eljarast a malt szazad mésodik
felében irtak le el6szor. Lényege, hogy a mérés soran jeloldanyagokat is felhasznalnak az eredmeény
lathatdva tételére. Ez a jeloldmolekula lehet radioaktiv anyag, festék, fluoreszcens molekula vagy

egyeb kémiai anyag.

Miikodési  elve immunoldgiai  kolcsonhatasokon —alapszik, vagyis antigén-antitest
kolcsonhatason. Alapvetéen két tipusat kiilonboztetjiik meg, a direkt és az indirekt ELISA-t (2.
abra). A direkt mddszer esetében a mintank egyik komponensét (antigént) koté antitest egy szilard
fazishoz, a hordozéhoz (pl.: egy Petri-csésze aljahoz) van rogzitve. El6szor az antitesthez kotédik
az antigén (az antitestek nagyfokd szelektivitasuk miatt csak a vizsgalni kivant komponenst tudjak
megkdtni). Ezutdn olyan antitestekkel kezeljuk feluletet, melyekhez egy jelolémolekula van kotve.
Miutan ez a jeldlt antitest is kotédik a mintahoz, egy pufferes mosast kovetéen detektaljuk az igy
kapott jelet. Ha példaul valamilyen festékmolekula volt a jeloléanyag, akkor a detektalas

fotometridsan toténik.

Indirekt ELISA esetén az antigén van kotve a felllethez. A kotott antigénhez kapcsolddik az
elsé specifikus antitest, majd ha ez bekot6dott, ehhez kapcsolodik a jeldlt antitest. A kiértékelés

maodja megegyezik a direkt ELISA esetében ismertetett metodussal.

Direkt ELISA Indirekt ELISA

2. 4bra Az ELISA két valtozatat mutatja az abra, a direkt (balra)

és az indirekt (jobbra) modszert [15].
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Az ELISA tesztnél nagy érzekenységnovekedést érhetiink el, ha az ugynevezett Immuno-PCR
technikat alkalmazzuk [16]. Ennek lényege, hogy jeloldanyagként egy nukleinsav szalat
alkalmazunk, melyet aztdn PCR eljaras soran felsokszorozunk, igy novelve meg a jelerdsséget.

Ennek a médszernek koszonhetéen nagysagrendekkel javithatjuk az érzékenységet.

Az ELISA teszt elényei kozé tartozik rendkiviil nagy érzékenysége (akar egyetlen keresett
molekult is képes kimutatni), nagy ismertsége ¢s széleskorii alkalmazhatosaga, valamint a modszer
nagy ateresztOképessége, vagyis az, hogy sok mérést lehet parhuzamosan végezni. Sajnos ezt a nagy
érzékenységet a jeloléanyagnak koszonheti, melynek alkalmazédsa egyrészt dradga, masrészt
megvaltoztathatja a vizsgalni kivant minta kornyezetét. Masszoval nem természetes kdzege a
mintanak, ha festékmolekulak, vagy radioaktiv részecskék vannak korulotte. Raadasul az ELISA
tesztek Kkiértékelése nem valds idében zajlik, igy Kinetikat igen csak nehézkes vele elemezni.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a val6s dinamikai folyamatok vizsgalatara az ELISA modszer
alkalmatlan. Ez azért lehet fontos, mert a kiilonb6zé feliiletek, bevonatok (pl.: implantatumok
fellletén) esetén nem mindegy, hogy milyen gyorsan és mekkora erdvel tapadnak a vizsgalni kivant
biologiai részecskék az &ltalunk hasznalt felllethez. Ehhez pedig kinetikai elemzésre van sziikség.
Tovabbi hatranya, hogy a teszt elvégzéséhez specialis laboratériumi korilményekre van sziikség,
hogy a minta és a reagensek ne szennyezddjenek, valamint szakképzett személyzetre a kisérletek és

mérések végrehajtasihoz. Mindezek jelent6sen megdragitjak az ELISA teszt alkalmazasat..

A felsorolt okok miatt érdemes olyan modszerek felé fordulnunk, ahol magénak a vizsgalni

kivant mintanak a fizikai jelenléte hozza létre a detektalni kivant jelet.

2.2. Jeloléesmentes bioszenzorika és a legismertebb jel6lésmentes eljarasok

Azokat a modszereket, melyeknél a mérések soran nem hasznalnak semmilyen jelol6anyagot,
jelolésmentesnek nevezzik. llyen esetekben a mintanak egy specialis, ra jellemz6 tulajdonsagat
vizsgaljuk, példaul a témeg, a térésmutatd vagy a vezetéképesseg valtozasat. Legismertebb tagjai
kozé tartoznak a tomegmeérésen alapulé maédszerek, pl. a kvarc kristdly mikromérleg [17], a vezetési
tulajdonséagot vagy az elektromagneses tér megvaltozasat méré nanoszal szenzorok [18], illetve
azok az optikai modszerek, ahol torésmutato-valtozast mérink. Utdbbiak kozé tartozik a fellleti
plazmon rezonancian alapuld technikak vagy az altalunk is kutatott és alkalmazott dielektrikumokat
alkalmazo hullamvezetdék [1,19-22].

A ,suttogd Kkarzat” vagy gytirii-rezonator esetében egy optikai hullamvezet6bdl kialakitott
gylrtibe csatoljuk be a fényt (3. &bra). Mivel a becsatolhatdo fény hullamhossza fligg a gyira

keriiletétél és a koriilotte 1év6 kozeg torésmutatdjatdl, a becsatolt fény hullamhossz- vagy
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intenzitasvaltozasanak vizsgalataval nagyon érzékeny szenzorhoz juthatunk. Kis mérete és siirii

telepithet6sége miatt széleskori alkalmazasa varhato [20,23].

3. abra Egy tipikus gyiiri rezonator elektron mikroszkopos képe.
[24].

Talan a legszélesebb korben ismert jelolésmentes, optikai bioszenzor az SPR (Surface
Plasmon Resonance) szenzor [19,23,25-27]. Feliileti plazmonokrol akkor beszélink, ha a vezet6-
dielektrikum hatérfeliileten megfeleld szogli és hullamhosszli gerjesztés hatasara toltés (elektron)
oszcillacio alakul ki. Ez az oszcillacio egy haladé plazma hulldmot hoz létre. A legelterjedtebb
modszer, amikor a gerjesztd fényt egy prizma segitségével csatoljak be, de ez megvaldsithatd racs,
optikai szal vagy hullamvezetd segitségével is. Prizmas csatolds esetén a gerjesztd fény teljes
visszaverddést szenved a prizma-fém hatarfellleten és evaneszcens teret hoz létre, melynek
téreréssége a szenzort fedd vizes kozegben a hatarfeliilettdl tavolodva exponencidlisan csokken.
Megfelel6 szog és hullimhossz esetén a fény gerjeszteni képes a fellleti plazma hulldmokat [28]. A
kialakult plazma hullam kvantuma a plazmon. A fém feliiletén 1évé anyag toérésmutatdja
meghatarozza a visszaverddés koriilményeit. A minta altal okozott valtozas kivaloan alkalmas arra,
hogy bioldgiailag is relevans folyamatokat is lehessen valds idében kovetni. A 4. dbran egy SPR

elrendezés sematikus rajza lathato.
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4. abra A fellleti plazmon rezonanciat kihasznalé szenzor egyik

tipikus elrendezése [5].

A hullamvezetéket alkalmazé modszer azon alapul, hogy &ltalaban egy optikai réacs
segitségevel egy nagy torésmutatoju (n=2,2) kozegbe csatoljuk a méréfényt (a mi esetinkben
lézerfényt). Ebben a kdzegben a Iézernyalab tobbszoros teljes visszaverddést szenved, igy rezonans
erGsités alakul ki. A teljes visszaver6dések sorozataval terjedé fény egy része ,kilog” a nagy

torésmutatoju kozegbdl, evaneszcens teret létrehozva (5. dbra kinagyitott rész).

Ha erre a hullamvezet6 felliletre minta kerul, akkor ott megvaltozik a térésmutatd és ezaltal a
fény terjedési tulajdonsaga is. A fény tulajdonsagait (pl. becsatolasi szdg, intenzitas) mérve tudjuk
kiszdmolni a torésmutatd-valtozast, majd azt felhaszndlva tudunk megéallapitdsokat tenni és
kodvetkeztetéseket levonni az altalunk vizsgalt fellileti folyamatokrél. A médszer nagy elénye, hogy
atlatszo bevonatokkal kezelhetd, modosithatd a hulldmvezetd feliilete, mely altal igen széleskorii
alkalmazasi lehetdség nyilik meg a felhasznald szdmara. Lehetdség van hidrofob, illetve hidrofil
feliiletek kialakitasara, fehérjéket specifikusan koté bevonatok létrehozasara, valamint baktériumok,
emldssejtek fellllethez vald rogzitésére és tanulmanyozasara [3,10,11,29]. Ezen eljarasok
laboratoriumunkban is rutinszerien elvégezhetéek. A tipikus behatolasi mélysége egy
hullamvezetdben terjeddé optikai modusnak 80-300 nm  kozotti. Az SPR-rel szemben a
hullamvezetéknél a behatolasi mélység egyszerlien hangolhaté a hullamvezetd struktirdjanak

megvaltoztatasaval, igy az a mért objektum (fehérje, virus, sejt) meretéhez igazithato [30-32].

Az egyik legaltalanosabban elterjedt dielektromos hullamvezetéket alkalmazé modszer az
OWLS (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy), optikai hullamvezeté fénymaddus
spektroszkopia (5. abra). Mivel méréseim egy részét ezzel a modszerrel végeztem, szeretném

részletesebben bemutatni.
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5. &bra Az OWLS szenzor {6 alkotorészei és mitkodési elve [21].

Ennél a technikéanal a feluletkozeli torésmutato vizsgalata szogmérésre van visszavezetve oly
maodon, hogy a minta altal a racs felett okozott térésmutato-valtozas miatt a becsatolasi szdg is
megvaltozik. A miszer lelke a hullamvezet6 optikai csip, valamint a csipet a racs hosszanti tengelye
koral forgatd goniométer. A becsatolt fény intenzitasat fotodetektor segitsegével mérhetjik [21]. A
racs segitségével ellen6rzOtt modon lehet a hullamvezetd rétegbe csatolni a l1ézerfényt (He-Ne,
632,8 nm). A korébban emlitett hullamvezetés és az evaneszcens tér kialakuldsa azonban csak
megfeleld szogek és torésmutatok esetén torténik meg. Ha a minta adszorpcidja sordn a
hullamvezetd feliiletén az evaneszcens térben megvaltozik a torésmutatd, modosulnak a becsatolas
feltételei, igy a becsatolasi sz6g is megvaltozik. Ezt az effektust hasznaljuk ki oly médon, hogy a
becsatolasi szdget folyamatosan meérjiik. Pontosabban, a becsatolt fény intenzitdsat mérjik a
becsatolasi szdg fuggvényében, és a kisérlet soran kovetjik a (legnagyobb intenzitashoz tartozo)
becsatolasi sz6g megvaltozasast, vagyis a modusokhoz tartoz6 rezonanciacsucsok eltolodasat. igy
kinetikai informéaciokhoz juthatunk a vizsgalt feltleti folyamatokrol. Az optikai csatolashoz a

kovetkezd feltételeknek kell teljesiilnie:
. A
N = nysina + I(X)’ 1)

ahol N a gerjesztett hullamvezetd moédus effektiv térésmutatdja, no a levegd térésmutatdja, o a
becsatolas szoge, | a diffrakcids rend (ez egymodusi OWLS hullamvezet6 csipek esetéen altalaban
1), A a gerjeszt6 fény hulldmhossza és A a racséllandd. Fontos megemliteni, hogy a TE és TM
polarizaciéji médusokhoz kiilén becsatolasi szog tartozik.
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Abban az esetben, ha a hullamvezet6 felilletére egy adott n. torésmutatéju mintabdl na
torésmutatoju fehérjeréteg adszorbealodik, a hullamvezetdben terjedd modus effektiv torésmutatojat

a kovetkez6 egyenlet segitségével szamolhatjuk Ki:

+ )21> ky/(nZ — N2) — arctan (HF)ZPM Bl

(re) n
(np-n2)

/ |
mm = | dr +dy - (n5 —n2)
\

()

ahol ng és dr a hullamvezet6 réteg torésmutatdja és vastagsaga, na €s da az adszorbeélddott
réteg torésmutatdja és vastagsaga, ns a szubsztrat torésmutatoja, k=2n/A a hulldmszam, p=0 TE €s
p=1 TM polarizaciéji modus esetén (a fenti, un. mddus egyenlet levezetése megtalalhaté a
disszertacio Flggelék fejezetében) [21,33]. A Feijter-formula segitségével a felliletre kitapadt tdmeg
mennyiségét is meg lehet hatarozni az adszorbealddott réteg optogeometriai paramétereinek

ismeretében:

[ = Ad,—47€, (3)

n
dc

ahol a dn/dc értéke fehérjékre jellemz6en 0,182 cm®/g [34].

Az OWLS-sel 10™-es pontossaggal tudjuk meghatéarozni a térésmutatét. Mivel ez az eljarés a
fény elektromos és magneses komponenseit is felhasznélja, ezért képesek vagyunk segitségével a
fellletre tapadt minta struktarajat is vizsgalni [11]. Mivel a goniométer mozgasa zajforras, amely

-z

esetekben, példaul egyes betegségekre jellemzé molekulak kimutatasanal figyelembe kell venniink.

Eppen ezért érdemes egy olyan jel6lésmentes optikai bioszenzor fejlesztésébe fogni, ahol az
OWLS-nél meglévo hibakat kikiiszobolhetjiik, és jelentds mértékben novelhetjiik az érzékenységet.
Az interferométerekkel nagy érzékenység érhetd el, nem tartalmaznak mozgé alkatrészt, és ha ezt a
technikat egyesitjik a hullamvezet6k nyujtotta stabilitdssal és gyartdsi technoldgidkkal, egy
rendkivil érzékeny szenzorhoz juthatunk. Ez az igény és elhatarozas adta a PhD-munkam egyik 6

motivaciojat.
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2.3. Hullamvezeték kezelése, fellleti modositasa

Az optikai hullamvezetok alkalmazasanak nagy eldnye, hogy a feliiletiik atlatszo anyagokkal
konnyen és sokféleképpen modosithatd. A feliilletek kiilonb6z6é  szilanizacios — eljarasokkal
hidrofobizalhatoak, fehérjékkel, immunanyagokkal specifikalhatok [3,11,23,29,35]. Felismero-
elemként felhasznalhatunk nukleinsavrészleteket, antitesteket, fehérjéket, enzimeket, sejtfelszini
receptorokat stb. Alapvetd kovetelmény a biocsip felszinének kezelésekor, hogy a felhasznalt anyag
ne veszitse el a funkcionalitasat a bevonasi proceddra soran, illetve specifikus legyen a

célmolekulara. Alapvetéen négyféle funkcionalizalasi modszert kiilonboztethetlink meg (6. abra):

(1)

Y e
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¥ ¥
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c q
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2 J \ﬂ’ :
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hidrofil feliilet *.  receptorok, fehének @ ¥ célmolekulik

reaktiv csoport kovalens koteshez
¥ kotShely nem kovalens rigzitésekhez
tévtartd

DNS, RNS szélak

6. abra A biocsipek feliiletére torténé immobilizalas négy
alaptipusa (fizikai adszorpcié (a), kovalens keresztkdtés (b),
nem-kovalens kotés (c), fizikai csapdazas (d)) [23].

(a) Fizikai adszorpcio sordan a molekuldt kozvetlenil a feluletre juttatjuk, semmilyen
kémiai, bioldgiai rogzit6 eljarast nem alkalmazunk. Elonye, hogy a feliiletre adszorbealt anyagokat
az aramlasi korilmények, a homérséklet vagy a pH megvaltoztatasaval viszonylag kdnnyen el lehet
tavolitani [36].

(b) Kovalens keresztkotés eseten a felliletre egy keresztkotot rogzitiink, melyhez kovalens
kotéssel kapcsolddik a minta. A kovalens kotést érdemes a biomolekula valamelyik kémiai

csoportjan keresztil kialakitani, Ugy, hogy az ne befolydsolhassa a molekula funkcionalitasat.
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Leggyakrabban amino-, karboxil-, vagy tiolcsoportokat hasznalhatunk ehhez. Nukleinsavak
immobilizalasanal ki lehet hasznalni azok valtozatossagat is. Kuldén problémat jelent, ha esetleg
valamilyen immunanyagot Kkivanunk rogziteni, mert ezeknek az orientdlasat meg kell oldani
[23,37].

(c) Nem-kovalens kotésnel egy mar a felllethez kotott aktiv réteghez torténik a minta

kapcsolasa, példaul valamilyen nem specifikus elektrosztatikus kdlcsénhatas altal [37].

(d) egy polimer rétegbe torténé fizikai csapdazas (molekula imprinting) sordn a
célmolekulahoz egy réa specifikus anyagot (antitest, aptamer) rogzitiink, majd ezeket egylttesen egy
polimer rétegbe agyazzuk. Ezt kdvetden eltavolitjuk a célmolekulat, de a polimerben ott marad az 6t

rogzitd ,,lyuk”, ahova mérés soran a célmolekula bekotédhet [38].

Specifikus detektalashoz, legyen az egy virus, baktérium vagy valamilyen biol6giai
celmolekula, leggyakrabban antitesteket szokas alkalmazni (7. abra). Az antitestek 6 elénye a
nagyfoku specifikussag, vagyis az, hogy csak és kizarolag a célmolekulat kétik meg. Emellett nagy
mennyiségben termeltethetd, és iranyitott evolicio segitségével rengeteg valtozata eldallithatod a

kutatas celjainak megfeleléen [14,39].

Antigénkété hely Antigénkétd hely
Variabilis régio

N (nehéz lanc) N

S C
Kénnyt lanc e
Variabilis régio
Diszulfid-hid (kénnyd lanc)
kotesek
Nehéz lanc Konstans régiok

J a konnytl és
nehéz lancon

L ==
C C
7. abra Az immunglobulin G felépitése. Az Y két végén

talalhatdak a hipervariabilis régiok, melyeknek kdszonheté a

fehérje specifikus kdtodése az egyes célmolekulakhoz [40].
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Az antitestek mellett napjainkban egyre elterjedtebb az aptamerek alkalmazéasa, melyek
nukleinsav-felismeré elemek. Mivel a nukleinsavaknak is lehet harmadlagos szerkezete, ezért
rendkivil sok forméat felvehetnek, és kialakithatoak olyan formécidk, melyekhez specifikusan
kotédnek kiillonb6z6 anyagok, akar atomok is. Mivel in vitro, azaz Petri-csészében is eléallithatdak,
olcso és gyors modon lehet Oket kialakitani, nagyon stabilak es szélesebb korben alkalmazhatdak,

mint az antitestek [41].
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3. Célkitiizés

PhD tanulmanyaim sordn egy ujszeri, jelolésmentes, nagy érzékenységli optikai bioszenzor
kifejlesztése volt a cél, mely széles korben alkalmazhatd. A GCI (Grating Coupled Interferometry,
racs csatolt interferométer) egy interferometrian alapulé bioszenzor. Célom volt egy stabil, rutin-
szerlien alkalmazhato rendszer kialakitasa, mely elore mutat a piaci forgalmazas, és a
miniaturizalhatd, kézben hordozhaté alkalmazasok felé, valamint a sokcsatornas mérések iranyaba
is. Prioritast élvezett, hogy egy olyan miiszert alakitsak ki, amellyel rutinszertien lehet a modern
biologia érdeklddési teriiletét érintd vizsgalatokat elvégezni. Fontos szempont volt a mintakezelés

biztonsagos megoldésa is.

Egy modern optikai bioszenzornal elvaras a felhasznalni kivant minta mennyisegének
csokkentése, ezért feladatomnak éreztem egy olyan mikrofluidikai csatornarendszer kialakitasat is,
mely lehetové teszi akar 1-2 pL térfogatd anyag megmerését is. Célom volt, hogy ez a
mikrofluidikai rendszer barki altal konnyen el6allithatd legyen, és egyszeriien lehessen optikai
hullamvezeté rendszerekkel integrélni. Elvards volt, hogy a csatorna tervezése, kialakitasa €s
felhasznaldsa kozott minimalis id6 teljen el. Természetesen a biokompatibilitds és a

koltséghatékonysag is fontos szempont volt.

Nagy jelent6séget tulajdonitottam annak, hogy olyan fluidikai rendszert alakitsak ki, melynek
alkalmazéasaval parhuzamos mikroszkdpos mérések elvégzésére is lehet6ség nyilik az optikai csip
fellletén. Ehhez egy atlatszé mikrofluidikai rendszerre volt szikség, amelyet baktériumok felleti

adhézidjanak vizsgalatara is fel kivantam hasznalni.

Célom volt elére mutatd, napjainkban idGszerti bioldgiai méréseket is elvégezni a kialakitott
A sejtek altal termelt vezikuldk viselkedésének és tulajdonsagainak mélyebb megismerése fontos
informaciokkal szolgal a modern orvostudomany és biologia szdmaéra. A matrixfehérjékhez térténd
kotodésiik pontos feltérképezése fontos informécidval szolgdlhat a jovobeni diagnosztikai

alkalmazasok szempontjabdl is.

23



4, Kutatasi elozmények

Kutatasaimat 2010-ben kezdtem az MFA nanobioszenzorikai laboratdriumaban.
Témavezetém, Horvath Robert, korabbi munkakapcsolatara alapozva [42,43]. 2009-ben
egyiittmikodést alakitott ki a Kaspar Cottier altal vezetett Creoptix AG ceéggel. Kaspar Cottier
2007-ben nyujtotta be a mérési elvvel kapcsolatos szabadalmat [44].

A munkam kezdetéig két publikécid jelent meg a témaban, melyekben bemutatasra kerdilt az
akkor alkalmazott Mach-Zehnder interferometrikus elrendezeés, sikerult igazolni a mikédesi elvet, a
publikalok kozolték az interferencia jelet illeszté fliggvényt, valamint a miiszer érzékenységét is

demonstraltak a szerzo6k [45,46].

Mindazondltal az alkalmazott konfiguraciénak voltak hatranyai is (8. abra). A miiszer
bedllitdsa nehézkes ¢és iddigényes volt, a hdomérsékletszabalyozds nem volt megoldva. A
hullimvezetdn nem volt referencia, valamint az interferométer agai térben tavol haladtak
egymastol. Az optikai csipen egyetlen folytonos racs volt, ami azt eredményezte, hogy a
torésmutato-valtozés kovetkeztében megvaltozott a becsatoldsi szdg, ezért azt kézzel kellett

korrigélni. Mindezek miatt nem volt alkalmas a miiszer rutinmérések elvégzesére.

Féligateresztd Tukor
tikor
l Detektor
v
Lézer %‘/ .
Folyadékkristaly —
modulator

A 1. becsatolasi

s pont
Jelgenerétor , Erzékeld
o \ 4 ’I‘ feltlet
Tukor 4 2. becsatoldsi pont
Féligateresztd ! Optikai
tikor Hullamvezetd

[
v

8. abra. Az els6 GCI, mely egy klasszikus Mach-Zehnder

interferométer elrendezés szerint valosult meg [46].
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5. Miiszeres fejlesztések, egysugaras interferencia

A GCI mitkodésének alapelve, hogy egy optikai racs segitségével egy nagy toérésmutatojd,
vékony hullamvezetd rétegbe csatoljuk a fényt. A fény teljes visszaverddések sorozatat szenvedi el,
mely soran rezonans erésités 1ép fel. Az igy kialakuld6 modus a hullamvezet6 feliiletén egy un.
evaneszcens teret hoz létre, melynek intenzitdsa exponencialisan lecseng a hullamvezet6 feliiletétdl
tdvolodva. A GCl moédszer kimagasloan érzékeny az evaneszcens térben torténd torésmutato-

valtozasokra.
5.1. Ujfajta geometriaji szenzor csip és miikodési alapelvei

A Kkialakitott hullamvezet6 keresztmetszeti abrdja (Optics Balzers, Liechtenstein) a 9. abran
lathatd. A hullamvezeté vékonyréteg nagyjabdl 1 mm vastag lveg hordozon (szubsztrat)
helyezkedik el, melynek térésmutatdja ns=1,52 (633 nm-nél). A GCI szenzor csip kialakitasahoz
els6 1épésben 3 optikai racsot kell marni a szubsztratba, melyek periodicitasa kb. 300 nm. Ezt kdveti
a masodik szakasz, amely sordn a szubsztratra egy nagy térésmutatoju (ng=2,12), kompakt Ta,Os
filmet visznek fel dr.=130-155 nm vastagsagban [1]. Az els6 és a masodik racs feladata a fény
becsatolasa a hullamvezet6 rétegbe, a harmadik racs a két becsatolt nyaldb interferenciajaval
létrejovo jelet csatolja ki a rétegb6l. A Kicsatolt fényt egy optikai szal vezeti a detektorba (8.(a)
abra). A masodik racs ugy viselkedik, mint egy miniatiir nyalabegyesit6, és keskenyebb, mint az
elsé racs, hogy a mar a hullimvezetdben terjedd6 moédus nagy része keresztiilhaladjon rajta. A
munkamban bemutatott elrendezésnél a minta csak az elsé két racs kozotti részen talalkozik a
terjed6 fény modussal. A hullamvezetd feliilet a két becsatold racs kozotti 5 mm hosszu szakasz
kivételével, egy viszonylag vastag SiO, réteggel van bevonva (9.(a) abra ) [1]. A SiO, réteg
vastagsaga ugy lett megvalasztva, hogy nagyobb legyen, mint a terjed6 modus behatolasi mélysége.
Ennek koOszonhetden a becsatolasi és kicsatolasi szogek nem valtoznak a torésmutatd-valtozas
hatdsara, és az a terilet, ahol a mdédus a mintaval érintkezhet, teljes mértékben kontrollalt, precizen
ellendrzott. Az elsé racs altal becsatolt fény, a SiO,-dal nem takart feliilet folott bekovetkezd
torésmutato-valtozas hatasara fazisvaltozast szenved a masodik racs altal becsatolt (referencia ag)
fényhez képest. Az interferométer két nyalabja (a mér6- és a referencianyalab) a hullamvezetében
egyesilnek a masodik racs utan, és interferencidt hoznak létre (9.(a) abra). Az igy létrejovo
intenzitas jelet egy a harmadik, a kicsatolo racs alatt elhelyezked6 optikai szal segitségével lehet a

fotodetektorba vezetni.

A szenzor csiprél késziilt fotdé (9.(b) abra) jol mutatja a kivaldo hullamvezetd képessegét a
kialakitott elrendezésnek. Jol lathaté hogy a masodik racson becsatolt mddus szinte nem is veszt az
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intenzitasabol a kicsatolo racsig. Ez egy jelentds fejlédés a korabban alkalmazott hullamvezet6khoz
képest [45,46], ahol a modus 3-4 mm utén elhalt a rosszabb optikai mindség és az alkalmazott
egyracsos geometria miatt [45,46].

evaneszcens
VR O

2, 3.racs

mérdnyalab referencianyaldb  optikai szal

a detektorba
(a)

(b)

9. abra. (a) Keresztmetszeti abra a szenzor csiprél. Az elsd
racson csatolodik be a mérdéfény, a masodikon a referencia. A
harmadik racson csatolddik ki az interferencia jel. (b) Fotd a

hullamvezetében terjedd modusrol [1].
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5.2. Egynyalabos interferencia

A fent bemutatott hullamvezeté a mddus gerjesztés és tovabbi mérések céljabol a 9. abran
lathatd optikai elrendezésben volt. Ebben egy 0,8 mm széles He-Ne lézer nyaldb (633 nm, 5 mW,
Lasos Lasertechnik GmbH) van kitagitva egy nyaldbtagité (30x-os mikroszkop objektiv és egy
kollimator lencse) segitségével 1,5 cm szélesre (10.(a) abra). Az igy kapott nyaldb egy osztott
folyadékkristalyos modulatoron (LCM, Liquid Crystal Modulator) keresztul vilagitja meg a GCI
csipet. A Kitagitott nyalab elég széles, hogy egyszerre vilagitsa meg a becsatol6 racsokat [1]. A
becsatolasi feltételek teljesitése érdekében a csiptartdé (10.(b) &bra ) enyhén megdontve tartja a
hullamvezet6t [33].

optikai szalak vége I~
0(;\/ QW
’ . Iy
// racsok &S
LC modulator .~ / N &
7’ K¥
>
3. =

Wi »> lézer

—===3
f==——>Y

modulalt fél
szembol

LC modulétor

befolyd

10. abra. (a) A GCI elrendezésének sematikus rajza. (b) Foto a
kuvettarol és a behelyezett szenzor csiprél, jol lathato a racsok
elhelyezkedése és a folyadékcsatorndk. Balra a felcsavarozott
kuvettat lathatjuk [1].

A fenti elrendezés szamos el6nyds tulajdonsdggal rendelkezik a hagyoméanyos kétsugaras

interferométerekkel szemben. Elészor is, a két racs megvilagitasat célzd két kialon nyaldb
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parhuzamositasat jelent6é probléma megoldott (a racsokat megvilagitd ket nyalabot a hagyomanyos
elrendezésekben precizen parhuzamositani kell). Az Gj elrendezésnél az alsé illetve a felsé része a
kitagitott nyaldbnak (melyek az 1. és 2. racsokat vilagitjak meg) az interferométer két karjaként
értelmezhetéek (10.(a) abra). Ily modon a ,,nyalabok™ teljesen parhuzamosan vilagitjak meg a
szenzor csipet, kiilondsen egyszeriivé téve az idedlis beallitast. Masodszor, a kialakitott
interferometrikus elrendezés szimmetrikus. A megvilagitd lézerfény az interferométer karjain
keresztiilhalad a folyadékkristaly modulatoron és korilbelil azonos tavolsagot tesz meg a térben.
Egy kis kiilonbség a hullamvezetd enyhe ferde helyzetébdl kovetkezik, de ez szilikséges ahhoz, hogy
a megfeleld becsatolasi feltétel teljesiiljon (10.(a) dbra). Mindezeknek kdszonhetéen a hdmérsékleti
fluktuéciok és vibréaciok, a mindkét ,nyaldbban” jelentkezé zavard hatasok jol kompenzaljak
egymast. S6t, az osztott LCM modulatornak koszonhetden a kitagitott nyalab alsé és felsé fele
kilénalléan moduléalhatéak. Az altalam hasznalt szenzor Osszeéllitdsnal a nyalab alsé fele volt

modulalva, mely az 1. racson csatolddik be (10.(a) abra) [1].

Fontos megjegyezni, hogy a Kitagitott nyalab azon részei, melyek nem a racsokra esnek, nem
tudnak a hullimvezetébe becsatolddni és ott terjedni, igy a hullamvezet6ben kialakuld interferenciat
nem zavarjdk. Egyedil intenzitis-csokkenés Iép fel emiatt, de ez megfeleléen intenziv

megvilagitassal kompenzalhato.

A munka soran az intenzitasveszteség minimalizalasa, valamint az er8sebb interferencia jel
érdekében optimalizaltam a kitagitott Gauss-nyaléb atmér6jét és a hullamvezet6 csip nyalabtagitotol

valo tavolsagat.

5.3. Kétcsatornas elrendezés és ketcsatornas atfolyo kiivetta kifejlesztése

parhuzamos mérésekhez

A kialakitott egysugaras interferometrikus elrendezésnek van még egy jelentds eldnye:
parhuzamos mérdcsatornak integralasa rendkivil egyszerii. A kitagitott nyalabnak kdszonhet6en
egyszerre vilagitjuk meg a szenzor feliletet teljes szélességében, igy lehetdvé valik egy referencia
folyadékcsatorna alkalmazésara is (10. &bra), ezaltal jelent6sen javithatd a miiszer érzékenysége.
Lehetdség van parhuzamos kisérletek végzésére is [6]. Ezt egy mechanikailag és kémiailag ellenalld
PEEK (poliéter-éter-keton) anyagbdl készult kuvettaval demonstraltam, melynek két parhuzamos,
O-gytriikkel hatarolt folyadekcsatornaja volt. A kiivetta a szenzor csip feltletére kertilt, és csavarok
segitségével egy réz kivettatartohoz rogzitettem. Az 0sszedllitds maddja jol lathato a 10.(b) abran.
Az O-gyiiriik nemcsak a fluidikai csatornat hatarozzak meg, hanem behatéroljak azt a teriletet is,

ahol a terjedd modus haladhat, mert a jel gyorsan elhal a gumigylirQi alatt. A két csatorna jele
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egyszerlien a fotodetektorokba vezethet6 1-1 optikai szal segitségével, melyeket a kicsatolo racs ala

kell helyezni. Az optikai szalak a csiptartban régzitve vannak.

Nagy jelent0séggel bir a bevezetésre kerilt Peltier-elem alapd homérsékletstabilizald rendszer
is, amelynek segitségével minimalizalni lehet a hémérséklet valtozasabol ered6 zajokat, valamint az
alkalmazasnak megfelel6 hémérsékletre lehet beallitani a rendszert (ez féleg bioldgiai

objektumoknal fontos).
5.4. Fazismodulalas a nagyobb érzékenységeért és belsé referencia alkalmazasa

Annak érdekében, hogy minél pontosabban ki lehessen értékelni az interferencia jelet, a
mérényalab fazisat az LCM modulator also része modulalja, melyet periodikus négyszdg fesziltség

vezeérel (11. abra).

Egy relaxacids szakasz alatt felvett interferencia jel jol illeszthet6 a kovetkezé analitikus

egyenlettel, ha t<t (11. (b) abra):

I(trel ) =1, + Acos |:(P|_CM R ~Prem _¢(t):| : (4)

ahol A a jel amplitadoja, Iy az offset interferencia jel, ¢.cwm a teljes fazistolas a modulatoron, «

crer

idOpillanatban és tr az idovaltozas a relaxacios szakasz alatt [1,45].

Az els6 kisérletekben mindkét folyadékcsatornat (Chl és Ch2) nagytisztasagu vizzel toltottem
fel. A 11.(b) abra mutatja a két csatornaban mért interferencia jeleket. A jelek folyamatos
rogzitésével, valamint az (1) egyenlet felhasznalasdval a minta okozta relativ fazisvaltozas
kiszamithat6 és valos idében abrazolhatd. (A 12-es dbran lathat6, hogy az LCM relaxacioja soran
hogyan véatozik a modulalt nyaldb fazisa.) Amennyiben az egyik csatornat referenciaként
hasznaljuk, ugy az esetleges zajokat (hdmérsékleti, mechanikai) jol ki lehet szlirni, ezaltal a miiszer
érzékenységét jelentésen meg lehet novelni. A felvett fazis zaja ily modon a 10 - 3*10° rad
tartomanyba esett. A zaj mértéke jelentOsen fliggott a hullamvezetd tipusatol, valamint a valasztott

polarizaciotol.

Fontos megjegyezni, hogy a dolgozatomban bemutatott miiszernek a maximalis id6éfelbontod

képessége 7 ms, ami relativ gyors folyamatok valos idejii kovetését is lehetové teszi.
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11. &bra (a) Folyadékkristaly modulatort vezérlé fesziiltség. (b)

A két csatornan meért interferencia jel az LCM egy tipikus

relaxacios szakasza alatt. A (4) egyenlet alapjan szamolt illesztés

szintén latszik a 10. abran, ezt a folytonos vonalak mutatjak [1].
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12. &bra Az LCM relaxéacioja soran bekovetkez6 fazisvaltozas.
5.5. Az alkalmazott hullamvezeté6 modusok elméleti érzékenységei

Dolgozatom ezen részében az érzékeldcsip altal elérheté maximalis érzékenységét szeretném
meghatarozni. Tiefenthaler és Lukosz munkaja alapjan [33] a aN/on, torésmutato-érzekenység es a
oN/ad, Kitapadt rétegvastagsag-érzékenyseg (a kitapadt réteg torésmutatdjanak ismeretében)

meghatarozhaté a legalacsonyabb modus rendre, és a TE, valamint a TMy polarizécidkra. N a
vezetett modus effektiv torésmutatdja, nc a hullamvezet6ét boritd folyadék torésmutatoja, da a

fellletre kitapadt réteg vastagsaga. A szamoldsokban a kovetkezo értékek lettek felhasznalva: n,
=2,12 a hullamvezet6, a n,=1,52 szubsztrat, n.=1,33 feliiletre keriilé6 minta valamint a n, =1,45

(fehérjékre jellemz6 tipikus adat) felliletre vékony rétegben kitapadt minta torésmutatoja [34].

A felhasznalt hullamvezet6 Ta,Os film vastagsaga 130-155 nm volt. A 13. &bra alapjan
egyértelmiien latszik, hogy a TMy polarizacionak ennél a vastagsagnal nagyobb az érzékenysége,

mint a TEg-nak.
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13. abra A hullamvezeté szenzor eclméleti érzékenysége a
hullamvezeté  réteg  vastagsagdnak  fliggvényében. (a)
Torésmutatd-érzékenység.  (b)  Kitapadt  rétegvastagsag

érzékenyseg.

A szamolt érzékenységek alapjan a minta altal kivaltott fazisvaltozas kiszamolhaté a
kovetkezd egyenletek segitségével:
oN
A¢:kL§N an. & Ap=KL-—Ad,, 5,6)

C A

ahol k (k=2m/A, A=633 nm a mér6fény hullamhossza) a vakuum hulldmvektor, L a mérészakasz

hossza (jelen esetben ez 5 mm) (a on/on, €s oN/ad, érzékenységek levezetese megtalalhato a

fuggelékben) [1,33].

A maximalis elméleti érzékenységgel, valamint a kordbban emlitett legkisebb féziszajjal
széamolva (10 rad) TMo, médus esetén a (2) és (3) egyenletek segitségével meghatarozhaté az a
legkisebb torésmutatd, illetve kitapadt rétegvastagsig, ami a miiszerrel még mérhets. Ez 107

torésmutatdegység-valtozasnak és 4x10° nm kitapadt rétegvastagsag-valtozasnak adédott.
5.6. A szenzor linearitasa és homogenitasa

Egy optikai bioszenzor linearitdsa és az érzékeléesip homogenitasa rendkivil fontos
kovetelmeny. A GCI linearitasat vizsgalo kisérlet soran egy perisztaltikus pumpa (Ismatec Reglo, 12
g0rg6s) hajtotta a folyadekot (a folyadek aramlasi sebessege v=1 pl/sec) a klvettaban. Mintakent 3

crer

vizzel (MQ) higitva) hasznaltam. Az oldatok térésmutatoit egy Rudolf refraktométer segitségével
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hataroztam meg (nyi;=1,33055, N 50,=1,33115, N1, =1,33207 és Nse,=1,33676).

Azért, hogy teszteljem a GCI mérérendszert, a kovetkez6 kisérletet végeztem el mindkét
polarizécid esetén. A méar kordbban emlitett PEEK kiivetta csatorndit sorba kotottem (10.(b) &bra),
hogy ugyanaz a minta, ugyanazzal a sebességgel aramoljon mindkét csatornaban. Az elsé 1épésben
egyenletes sebességgel nagytisztasagl vizet aramoltattam a kivettatérbe. Ezt kovette a
glicerinoldatok &ramoltatasa, minden egyes koncentracié kozott vizes mosassal (14. &bra). Jol
latszik, hogy ugyanarra a térésmutatd-valtozasra a TM polariz&cio esetén a fazisvaltozas hdromszor
nagyobb, mint TE polarizacio esetén. Az oldatok kozti torésmutatd kiilonbségbdl, valamint a

fazisvaltozashol a (2) egyenlet segitségével meghatarozhaté a szenzor eérzékenysege (oN /on. ), mely

0,2346-nak és 0,074-nek adddott TM illetve TE polarizéci6 esetén. Ezek az értékek egybevagnak az

elméleti szamitasok soran kapott eredményekkel (13. abra) [1].
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14. &bra. A két csatornaban mért glicerinoldat okozta
fazisvaltozasok TE polarizacio (a) és TM polarizécio(b) esetén.
Mivel a csatorndk sorba voltak kotve, ezért a folyadék eldszor a
Ch2-s, majd némi késéssel a Chl-s csatornat érte el. Ez okozza a
kilonbséegjeleknél a cstcsokat. (c) A szenzor linearitdsa mindkét
polarizacio esetén jol lathato [1].
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A szenzor linearitasa és a kiilonb6z6 torésmutatokra adott valasza jol lathaté a 13.(c) abran,
ahol a TE és TM polarizaciok esetén mért fazisvaltozast abrazoltam a glicerinoldatok
koncentracidjanak fliggvényében. A 14.(a) és 14.(b) abrat 6sszehasonlitva tisztan lathato, hogy a
TM modus érzékenyebb, mint a TE. A 12. abran az is nyomon koévethetd, hogy a két csatorna (Chl
és Ch2) altal mert értékek kozott nincs jelentds eltérés. Ez mutatja a hullamvezetd érzékel6csip

Kivalé min6ségét és a hullamvezet6 film lateralis homogenitasat [1].

Jelezni szeretném, hogy a referencia csatorna alkalmazasanak koszonhetGen sikeriilt

jelent6sen csokkenteni a kordbbi elrendezésekben megfigyelt drift jelenséget is [45].
5.7. Fehérjeadszorpcio vizsgalata a kifejlesztett GCI szenzorral

A fent emlitett eldnyds tulajdonsdgok miatt a GCI kivaléan alkalmas biologiai mintak
vizsgalatara, legyen az nukleinsav, fehérje, virus, baktérium vagy emlds sejt. Elsd 1épésben egy
fehérje (fibrinogén, Sigma-Aldrich) adszorpciojat mértem meg a szenzorral, mely soran a miiszer
felliletérzékenysége Kkisérletileg is meghatarozasra Kkertlt. Ebben a meréssorozatban a
folyadékcsatornak parhuzamosan voltak kotve, igy a Chl referenciaként mikodott. A fibrinogén
foszfat pufferben (PBS pH=7,4; Sigma-Aldrich) lett feloldva 0,1 mg/ml-es koncentraciéban. A
torésmutatoit a felhasznalt anyagoknak a mar emlitett Rudolf refraktométerrel hataroztam meg
(NFinr=1,33303 és npgs=1,33301). A minta kilvettaba juttatasat perisztaltikus pumpéaval oldottam meg

(v=1pl/sec).

Els6é 1épésben pufferoldatot aramoltattam a kivetta mindkét csatorndjaba, majd egy kis id6
elteltével a Ch2-be vezet6 csOvet attettem a fibrinogént tartalmazé oldatba. A 15. abra. mutatja a

mért fazisvaltozast mindkét polarizécié esetén (15.(a) abra a TE 15.(b) abra a TM).
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15. abra Fehérjeadszorpcios kisérlet. A nyilak mutatjak a
fehérjeoldat és a fehérje nélkili pufferoldat kiivettaba torténd
injektalasanak id6épontjait. (a) TE polarizécié. (b) TM
polarizacio [1].

A fibrinogénoldat térésmutatdja 2x10° —nel nagyobb, mint a tiszta PBS-6. A korabbi
érzékenységi adatok alapjan ez a torésmutatd-valtozas minddssze 0,1 rad-os fazisvaltozast
eredményezne. Ez az érték elhanyagolhatd a grafikonon (15. &bra) lathaté ertékekhez képest. A
telitddo jel annak koszonhetd, hogy a fehérje kitapad a hullamvezetd szenzor feliiletére. A mosas
soran beinjektalt pufferoldat lemos egy kevés adszorbealodott fehérjét, de a kitapadt fibrinogén
nagy része irreverzibilisen kotodott a feliilethez. Itt is megjegyzendd, és lathatd a 15.(a) és (b)
abrakat 0sszevetve, hogy a TM polarizacid érzékenysége nagyobb, mint a TE mddusé. Jelen esetben
ez 1,8-szoros fellletérzékenységet jelent, mely 6sszhangban van a korabban leirt elméleti
szamolasokkal (13. abra) [1].

A Feijter-formula segitségével meghatarozhatjuk azt a legkisebb feluleti tomegsiiriiséget, amit

a miiszer még érzékelni képes:

I'= Ady~A5 @)
dc

ahol Ada a kitapad fehérje réteg vastagsdga (kb. 6,8 nm fibrinogénre), na a Kitapadt réteg
torésmutatoja (tipikusan 1,46 fehérjékre), dn/dc a fehérje torésmutatdjanak ndvekedése (tipikusan

0,18 cm®/g) [1][34]. Az igy meghatérozott érzékenység jobb, mint ['=0,1 pg/mm?.
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5.8. Miiszeres fejlesztés osszefoglalasa

Munkam soran kialakitottam egy rendkivil nagy érzékenységii, jelolésmentes optikai hullamvezet
elven miikod6 egynyalabos interferometrikus elrendezést. Az alkalmazott hullamvezeté csipen két
becsatold (melyeket egy kitagitott nyaldbbal egyszerre lehet megvilagitani) és egy kicsatolo racs
talalhato,. Mivel megvilagito fényforrasként egyetlen kitagitott nyalabot hasznaltam, a miiszer a
kétnyalabos interferométerekhez képest joval kevesebb beallitast igényel. A kitagitott nyalabnak
koszonhetden egy szimmetrikus interferométer elrendezést kaptam, ahol a kiils6 zajok a szimmetria

miatt jelentdsen kikiiszobdlhetdk.

Az alkalmazott 0j hullamvezeté minéségének kdszonheten jelentés mértékben sikerult ndvelni a
GCI érzékenységét és miikodésének stabilitasat. A rendszer stabilitasat szolgalja az alkalmazott
Peltier-elem alapti homérséklet-stabilizal6 rendszer is. Egy osztott folyadékkristaly modulator
segitségevel a nyalab egyik felén periodikus modulacié generalhatd, mely referenciaként szolgal,
ezéltal tovabb lehet névelni a rendszer érzékenységét. Osszességében elmondhatd, hogy a miiszer
torésmutatd-érzékenysége 107-10° nagysagrendbe esik, valamint a felileti témegérzékenysége
0,1 pg/mm? alatti. Kisérletesen igazoltam, hogy a GCI szenzor két médushan is képes fehérje-
adszorpcié meérésére, valamint demonstrdltam, hogy a TM polarizacié érzékenyebb a TE
polarizéciénal, ahogy az az elméleti szamitasok alapjan varhat6. Megmutattam, hogy a fehérje
(fibrinogén) mérése soran kapott fazisugras joval nagyobb, mint ami a térésmutatd kilonbség
alapjan varhato, vagyis egy adszorpcios folyamat jatszodik le a szenzor feltletén, mely soran egy

kompakt fehérje monoréteg jon létre [1].
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6. Specialis, kétoldalu ragaszt6 alapu kilvetta a mérések soran

felhasznalt anyagmennyiség csokkentésere

Ebben a fejezetben egy koltséghatékony, koénnyen integrélhaté és gyorsan kialakithatd
folyadékcsatornat mutatok be, mely kétoldald ragasztébdl egy lézergravirozd segitségével
készitheté el. A ragasztot védo fedorétegek eltavolitisa utan a kivagott forma egyszeriien,
szobahémérsékleten integralhato jelolésmentes hullamvezeté alapt optikai biocsipekkel, barmilyen
kés6bbi modositas, illetve processzalasi lépés nélkil. Megmutatom, hogy a jol definiélt vastagsagu
csatornak idealisak ,,stop-flow” mérések elvégzeséhez, valamint molekulakdtédések vizsgalatahoz.
Tovabba demonstralom, hogy hogyan lehet a ragasztd segitségevel konnyen és gyorsan kialakitani
egy teljesen atlatsz6 mikrofluidikai rendszert, mely péarhuzamos mikroszképos méréseket is
lehetévé tesz. Fontosnak tartom hangsulyozni, hogy a kétoldal( ragaszt6 anyaga nem oldéodik vizes
kdzegben. Ezen elényos tulajdonsagok miatt idealis biologiai alkalmazasokhoz is. Igazolom, hogy a
kétoldalu ragaszto segitségével reverzibilisen rogzithet az optikai szenzor csip a miianyag ¢és {iveg
hordozofellletekhez. A kiivetta elkészitésének egyszeriisége, mely szobahdmérsékleten is
megvalosithatd, idedlissa teszik a bevezetett modszert ,lab-on-a-chip” alkalmazéasokhoz.
Gazdaséagossagi szempontbol is kedvez6, hogy a ragasztd reverzibilis kotédésének koszonhetben a

viszonylag koltséges szenzor csipeket tobbszor is fel lehet hasznalni.
6.1. A mikrocsatornak jelentésége

Az utdbbi évtizedekben egyre nétt az igény az olcsd, eldobhato ,,lab-on-a-chip” és a beteg
altal otthon is hasznalhatd diagnosztikai eszk6zok irant [12,23,25,35,47]. Ezek az eszkdzok sok
kutatdsi terlileten alkalmazhatok, a biotechnol6giatdél kezdve az orvosi kutatasokon &t az
alapkutatasokig [48,49]. A kulcskérdés ezeknél a fejlesztéseknél olyan megoldasok kialakitésa,
melyek olcson, megbizhatoan képesek a vizsgalt testfolyadékokat és a bioldgiai mintak (pl.: fehérje,
virus, baktérium, €16 sejt) vizes oldatait kezelni és a szenzor elemekhez eljuttatni. Hasonl6an fontos
a minta mennyiseégének a csokkentése is, mivel sokszor a mintdk kis mennyiségben allnak csak
rendelkezésre. Ezek az igények hajtottdk a mikrotechnolégiat olyan fejlesztések iranyaba,
melyeknél specialis miniatirizalt csatornakat alkalmaznak, melyek nagyon kis mennyiségii
mintakat is képesek kezelni. Tobbnyire az alkalmazott csatorndk sziliciumbol, tvegbdl vagy
milanyagbol, nagy és koltséges laborfelszereltseget igénylé maratasok, siitések és kémiai 1épések
soran keszilnek el. Eléallitasuk es integralasuk koltséges. [50]. JelentOs elérelépést jelentett a
PDMS-bdl  (poli-dimetil-sziloxan) kialakitott mikrocsatornak megjelenese, melyek gyorsan

eléallithatoak egy mester forma segitségével [50-52]. Sajnalatos mddon a mester forma
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kialakitdsdhoz draga berendezésekre és tisztatérre van sziikség. SOt, a végsd 0Osszeszereléshez
plazma maréas vagy sités szikséges (kilénben nem tapadnak ¢ssze az egyes komponensek), ami
megneheziti a mar korabban bioldgiai bevonatokkal (fehérjék, reagensek, immunanyagok) kezelt
érzékeldvel valo integralast. A csatornak esetleges modositasa és Ujratervezese idéigényes lehet,

mert Uj mesterforma készitését igényli.

Munkdm soran elkészitettem egy gyorsan kialakithatd, olcsé és megbizhatd, kétoldald
ragaszto alapd, biokompatibilis mikrofluidikai csatorndt, melynek a hasznalhatosagat is
demonstraltam. A felhasznalt ragasztdo tobbféle vastagsidgban is elérheté. Egy 1ézergravirozo
segitségével vagtam ki a csatornakat. A kialakitott csatorna konnyen és egyszeriien 6sszeragaszthato
az altalam hasznalt sik hullamvezet6kkel (GCI csip, OWLS csip). Egy teljesen atlatsz6 kiivetta és
csatornarendszer Kialakitasat is megoldottam. A jél definialt vastagsaga csatornakat ,,stop-flow”
tizemmodban hasznaltam. Rendkiviil nagy elénye a modszernek, hogy gyorsan lehet tervezni,
kialakitani és felhasznalni a csatornédkat. A kialakitashoz és az 6sszeszereléshez semmilyen specialis
eszkodz és koriilmény nem sziikséges, nincs szilkség bonyolult kémiai eljarasokra, tiszta térre stb.,

egy atlagos laboratériumban elkészithet6 és felhasznalhat6 [2].
6.2. A kétoldalu ragaszto tipusai

A munkam sordn az ARCare® 8890 és 90445 (Adhesives Research Inc.) poliészter anyagu
nyomasérzékeny kétoldall ragasztokat hasznaltam. A ragaszté anyaga orvosi tisztasagd MA-61 és
As-110 akril. A ragaszté mindkét oldalat védofolia boritja, melyet a felhasznalas el6tt konnyen el
lehet tavolitani. A teljes vastagsdg (a védofoliak eltavolitdsa utan) 50,8 um és 81,28 um volt. A
hordoz6 és a rajtuk 1évd ragasztdéanyag is teljes mértékben biokompatibilis €s oldhatatlan vizes
kdzegben. A kisérletet kovetéen MEK (metil-etil-keton, VWR International) oldészerrel

tavolitottam el a ragasztét az liveg vagy PEEK (poliéter-éter-keton) feliiletrdl [2].

6.3. Tervezes es kivagas

Els6 1épésben a kivant mikrostruktdrat megrajzoltam Corel Draw-ban, majd a rajzot vektor
modban vagtam ki a ragasztofoliabdl egy Epilog Mini 18 (25 W) CO; lézer gravirozéval. A lézer
teljesitményét a kétoldall ragasztd vastagsagahoz optimalizalva 5 W-ra allitottam be. Erre azért volt
szilkség, hogy a lézer atvagja a ragasztot, de ne olvassza meg tulsagosan, mert azzal veszitenénk a
vagas ellenOrizhetéségébdl. A vagas iranyat és alakjat teljes mértékben a rajz hatarozza meg, igy

egyszerlien modositani lehet a format és a vagasi beallitasokat [2].
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6.4. Az alkalmazott hullamvezetok

A kétoldalu ragasztobdl kialakitott fluidikai csatornakat egy sik hullamvezeté optikai csippel
integraltam, jelen esetben a GCl-hez és egy optikai fénymodus spektroszkop méréeszk6zhoz
(OWLS, optical lightmode spectroscopy) hasznélt csipekkel. A GCI csip a Creoptix AG
kollaboracios partneriink terméke, dimenzioi 8 mm x 12 mm x 1 mm. A csipben talalhat6 hullam-
vezet film egy 155 nm vastag Ta,Os réteg, torésmutatdja n=2,2, mely egy tiveghordozon talalhato.
A csipen két becsatolo és egy kicsatol6 optikai racs talalhatd, hogy az interferencia jelet egy optikai
szélba csatolhassa, mely azt a detektorba vezeti [1-3]. Az OWLS szenzor (OW2400, Microvacuum
Ltd., Magyarorszag) egy 16 mm x 48 mm x 0,5 mm méretii csip, ahol az iiveghordozon egy 176 nm
vastag kb. 1,7-1,8 térésmutatoju TiO,-SiO, szol-gél réteg szolgal hullamvezetéként. A megvilagito
l1ézerfényt a csip kdzepén, a csip hossztengelyére merdlegesen elhelyezkedd 1 mm széles optikai
racs csatolja a hullamvezetébe [21,53]. Ahhoz, hogy mérni tudjam a minta altal okozott effektiv
torésmutato-valtozas A&ltal generdlt jelet, két miszert hasznaltam: egy sajat készitésii GCI
berendezést [1] és egy BIOS OWLS rendszert (Microvacuum Ltd.,, Magyarorszag) [54].
Felhasznalas el6tt a csipeket minden esetben kromkénsavval az altalanosan hasznalt protokollok

szerint tisztitottam [32,55], és tiszta nitrogén géazzal széritottam meg.

6.5. A mikrocsatorna osszeszerelése

Miutan a ragasztot a szenzor csipre helyeztem, lefedesikhoz két kiilonbozé fedbegységet
hasznaltam. Az egyik anyaga megmunkalt PEEK volt, a masiké pedig Uveg (utobbirol
részletesebben a 6.9. fejezetben irok). A GCl-hez és az OWLS rendszerekhez kiilonb6z6
geometriaju fed6egységeket hasznaltam. A PEEK alkatrészek 0,5 mm bels6 atmér6jii furt lyukakat

tartalmaztak a bevezet6 és kivezeto fluidikai csovek szamara [2].

6.6. Folyadékkezelés

A Kkisérletek soran minden esetben 0,5 mm belsé atmér6jii teflon cséveket hasznaltam a
folyadék kiivettatérbe juttatasara. A kivetta a vizsgalni kivant folyadékkal lett feltdltve egy Ismatec
Reglo 12 gorgdés perisztaltikus pumpa segitségével. A teflon csovek merevségik miatt nem
hasznélhatdak perisztaltikus pumpéakkal, ezért erre a célra egy 0,5 mm bels6é atmér6jii Tygon €S6
volt a pumpéahoz kotve, melynek a masik vége linearisan csatlakozott a teflon csovekhez (Omnifit
csatlakozodval). Kis mennyiségli mintak beinjektalasara a ,,stop-flow” mérések soran (melyeket az
OWLS kisérletek soran végeztem) egy szeptumos injektort illesztettem egy révid teflon csé végére

(mely a PEEK fedéegységhez csatlakozott), és ezen keresztiil egy Hamilton fecskenddvel jutattam a
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vizsgalni kivant mintat a klivettatérbe.

A mérések soran 5%-os glicerinoldatot (MQ vizben oldva, nyo=1,33676) vagy 10 pg/ml-es
avidin (Sigma-Aldrich) oldatot PBS pufferben oldva (Sigma-Aldrich, pH=7,4) hasznéltam.

6.7. Kétcsatornas ragaszto alapu kivettarendszer kialakitasa és dsszeszerelése a

GClI szenzor csippel

Az els6 kisérlet soran egy kétcsatornas mikrokuvettat alakitottam ki a GCI szenzor csiphez.
Els6 Iépésben egy nagyjabOl 15x15 cm-es ragasztélapot (ARCare® 8890) helyeztem a
vagokeésziilekbe. Ebben egy fokuszalt CO, lézer nyal&b (fokusztavolsdg 2,54 cm, nyaldbatméro kb.
20-80 um) végta at a ragasztot a kordbban Corel Draw-val elkészitett rajz &ltal meghatérozott

vonalak mentén. A lézerfolt pozicionalasa egy motorizalt tikor segitségéevel tortént (16.(a) abra) [2].

(b)®

16. Abra (a) Az Epilog Mini lézer gravirozo- és vagokésziilék. A
kétoldali ragasztd a lézert iranyitd tikorhdz hasonléan jol
latszodik. A motorizalt vezérlésnek koszonhetben a tiikor x-z
iranyokban konnyen pozicionalhat6 a ragaszto felett. (b) 24 db
kivagandé csatorna (terv)rajza. (c,d) A kivagott csatorna forma a
kivagott belso részekkel és nélkiiliik. [2]

Az els6 munkafazisban a 24 db kétoldali ragasztd alapu csatornaegység keszilt el (a
csatornak elrendezése a 16.(b) abran lathatd.). A kivagast kovetéen a csatornakat kivettem a
gravirozbol és a rajtuk 1év6 védofoliat eltavolitottam. Végezetiil a csatornakat az optikai csipre
helyeztem és egy milanyag takard egységet alkalmaztam, kifolyd és befolyd nyilasokkal, hogy
zarjam a csatornékat (16.(c-d) és 17. abra). A végso rogzités érdekében a teljes egységet kézzel
0ssze kellett nyomni. Az @sszeragasztott kiivettarendszer a 17.(b) abran lathatd. Fontosnak tartom
hangsulyozni, hogy a 16.(b) abréan lathato 24 db csatorna kivagasa 2 perc alatt kivitelezhetd, és a
végsd Osszeszerelés sem tart tovabb 1 percnél. A legvékonyabb csatorna, ami ezzel a kivagasi

modszerrel az ARCare® 8890 ragasztobol kialakithatd, kb. 120 pum széles. Ebbdl kifolydlag ez a
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technika nem alkalmas nagy precizitast igényld nanofluidikai megoldasokhoz, de egy rendkiviil ar-

érték ardnyos megoldas lehet sok alkalmazéshoz, tobbek kozott €16 sejtek tanulmanyozéséhoz.

4
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17. &bra (a) A GCI csip a kialakitott kétoldall ragasztoval,

valamint a PEEK takar6 egység az dsszeszerelés el6tt. (b) Foto
az Osszeszerelt egységrél. A kifolyd és befolyd csovek jol

lathat6ak. [2]

A fluidikaval integréalt szenzor csipet az Osszeragasztast kovet6en helyeztem a GCl-be. A
kialakitott csatornak teszteléséhez a kovetkezd kisérletet végeztem el [2]: MQ vizet injektaltam
mindkét csatornaba, és a fazisjelet az id6 fuggvényében rogzitettem (18. abra). Az elvarasoknak
megfeleléen szivargas nem volt tapasztalhatd. Stabil alapvonal rogzitését kovetéen 5%-0s
glicerinoldatot juttattam mindkét csatorndba egy perisztaltikus pumpa segitsegével. Ennek
kovetkezmenyeként egy folyamatosan novekvo jelet kaptam, mely rovid idén beliil telitodott. Ezt
kovetben ismételten MQ vizzel toltéttem fel a csatornakat, melynek hatdséra a jel az alapvonalhoz

tért vissza. A mintacserék idejére a pumpat rovid idére (maximum 3 mésodpercre) leéllitottam.
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18. &bra Fazisvaltozas 5%-s glicerinoldat, majd mosas hatésara.
A kisérlet mind TE, mind TM polarizacioval el lett végezve. A

TM modus nagyobb érzékenysege kisérletileg is igazolva lett

[2].

A kisérletet mind TE, mind pedig TM modus alkalmazésaval elvégeztem. A 18. &bra jol
mutatja, hogy az elvarasoknak és a korabbi eredményeknek megfeleléen a TM polarizacidval kb. 3-
szor nagyobb torésmutato-érzékenység érheté el, mint a TE-vel [1,2]. Fontosnak tartom
hangsulyozni, hogy a mért jelek mindkét csatorndban azonosak voltak, amely jél mutatja a csip
mindségét és homogenitasat. Ennek kdszdnhetéen az egyik csatornat referenciaként lehet hasznalni.
Szintén rendkivil Iényeges, hogy nem figyelheté meg az atlagosnal nagyobb drift a rendszerben, a
specifikacionak megfeleléen nem tapasztalhatd anyagkioldodés a ragasztobol. A ragasztd konnyen
eltavolithato MEK (metil-etil-keton) olddszer hasznalataval. Ezt kdvetden a csip és a PEEK egység

a normal tisztitasi eljarasok szerint tisztithato, és ujra felhasznalhato [2].

42



6.8. ,,Stop-flow” OWLS mérések egycsatornas kétoldalu ragaszto alapu

kivettaval

A kovetkezé kisérletsorozatban egy egycsatornas, kétoldalu ragasztd alapd kivettat
alakitottam ki OWLS csipekhez. A kisérletek soran 90442 jelzésszdmu ragasztot hasznaltam. A
csatorna egy kor alaku ragasztodarabkaban, 9x1,5 mm méretben ker(lt kialakitasra. (19.(a) abra). A
védofoliak eltavolitisa utan a ragasztodarabot az OWLS csip kdzepére helyeztem. Ezutan a PEEK
takardegységet rahelyeztem a ragasztdé masik felére, hogy befolyo és kifolyd lyukakkal szolgéljon a
csatorna szamara. A befolyd nyilashoz egy szeptumos injektort szereltem, amin keresztiil a minta a
csipre juttathatd. Az Osszeszerelt egységet egy BIOS-1 (Microvacuum Kft.)) OWLS készilekbe

helyeztem, és a kisérletek soran a mintak altal okozott effektiv torésmutato-valtozast mértem.
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19. dbra (a) Az OWLS-hez készitett kiivetta és az dsszeszerelés
rendje. (b) ,,Stop-flow” mérés a kialakitott csatornaval. A nyilak
az injektalas id6pontjait mutatjadk. A kisérlet soran avidint
injektaltam a csatorndba egy Hamilton fecskenddvel. A
maximalis feliileti boritottsag hét egymast kovetd injektalassal

érhet6 el [2].

Els6 1épésben PBS puffert injektaltam a kiivettaba, hogy rogzithessem az alapvonalat. 5 perc
elteltével 50 pl avidin oldatot injektaltam a rendszerbe egy Hamilton fecskendével. Ez az OWLS jel
novekedéséhez vezetett, amely nagyjabol 10 perc utan szaturalodott. A mért effektiv térésmutatobol

kiszamolhaté a fellletre kitapadt fehérje mennyisége [21,48]. Az eredmények a 18.(b) abran
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lathatdak. Az elsd injektalast kdvetSen a szaturacié 0,19 pglem? értéknél kovetkezett be. Ez a
mennyiség dsszevethetd a kiivettaban 1évo Osszes fehérje mennyiségével, amibol kikovetkeztethetd,
hogy a dinamikus egyensuly akkor kdvetkezik be, amikor a fehérjekoncentracio eléri a maximumat
a fellleten és a minimumat a kivetta térben. Ez az allitas egy masodik injektalassal lett igazolva.
Ujabb adag 50 pl avidin oldatot injektaltam a kiivetta, hogy visszaallitsam az ott talalhaté fehérje
koncentrécidjat a kiindulasi szintre, ekkor a jel tovabb ndvekedett. Ezt az adszorpcios injektalasos
ciklust még 6 alkalommal ismételtem meg. A hetedik injektalast kovetden a kitapado fehérje
mennyisége mar nem novekedett szignifikans mértékben. Ezek alapjan elmondhato, hogy a fellilet

elérte a maximalis fehérje boritottsagot [2].

A fent bemutatott kisérleti tipust, ahol az adszorpcids egyensily az egymast kovetd
meghatarozott mennyiségii injektalasokat kovetéen all be, ,,stop-flow” mérésnek hivjuk [56]. Az
altalam elvégzett kisérletek jol mutatjak a kétoldal( ragaszt6 alapu kivetta alkalmazhatosagat. Ez a
rendszer bonyolultabb kémiai kolcsOnhatasok, illetve er6sen limitalt mennyiségii mintak

vizsgalatara egyarant hasznalhato.

6.9. Atlatszé integralt mikrofluidikai rendszer baktériumok vizsgalatara

A korabbi kisérletekben bemutatott kiivetta biokompatibilis elemekbdl keriilt 6sszeallitasa, de
(optikailag) nem atlatszd. A kivetta atlatszatlansdga korlatozza a felhasznalhatdsagat, mert sok
esetben hasznos, ha az érzékelofeliiletet kiilonb6z6 optikai mikroszkopokkal is meg tudjuk figyelni.
Ezért kialakitottam a GCl-hez egy teljesen atlatsz6 kivetta elrendezést, melyben a fedéegység
Uvegbol késziilt (20.(a) abra).

Ezeknél a kisérleteknél a fedéegység egy GCI csippel azonos méreti lveglemez volt. A
lemezbe fart, két 1 mm-es belsé atmérdji lyuk szolgalt ki- és bemeneti nyildsokként, ezeken
keresztul csatalakozott a teflon csérendszer a kiivettahoz. Felhasznalas el6tt a fedéegységeket is
minden alkalommal (plazmatiszitoval) megtisztitottam [2]. A tefloncsdveket hossziranyban
megnyujtva elkeskenyitettem, majd bevezettem a furt lyukakba, amelyekbe igy pontosan
illeszkedtek, a talnyal6 részeket pedig egy éles penge segitségével tavolitottam el. Az
érzékeldcsippel 6sszeszerelt kiivettarendszer a 19.(b) abran lathatd. A folyadékcsatorna és az optikai

racsok jol lathatéak a GCI csipen.

A baktériumadhézids kisérletekben Salmonella typhimurium (SJW2536) baktérium oldatat
hasznéltam. A baktérium sejtek PBS pufferben lettek felszuszpendalva. A felhasznalt GCI csip
feluletét poli-L-lizin (PLL, Sigma-Aldrich) 0,1 mg/ml koncentracidju vizes oldataval vontam be.
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20. abra (a) A teljesen atlatszé kuvetta részei az 6sszeszerelés
sorrendjében (GCI csip, a kétoldalu ragasztd alapd kivetta, az
Uveg fedbegység a két kifurt lyukkal). (b) Az &sszeszerelt
atlatszo kivetta [2].

Az atlatszé kulvettarendszer hasznalhatosagat GCI szenzorral végzett baktériumadhézios
kisérletekkel demonstraltam (17. &bra). Els6 1épésben a szenzor csipet PLL-lel vontam be, majd
PBS aramoltatasa soran felvettem az alapvonalat. Az alapvonal rogzitését kovetéen egy szeptumos
injektoron keresztiil Hamilton fecskendével 50 pl baktériumoldatot juttattam a kivettdba. Az
adszorbealodo baktérium sejtek novekvo fazisjelet okoztak, mely koriilbelill 3 perc utan telit6édott
(21.(a) abra). A telitédés utan 50 pl PBS-sel mostam le a reverzibilisen a feluletre tapadt
baktériumokat. Ezt kovetéen a teljesen atlatszo egységet egy Zeiss AXio inverz
kutatdbmikroszkoppal vizsgaltam. A feluletre Kkitapadt Salmonella sejtek jol latszodtak a
mikroszkoppal készitett képeken (21.(b) abra) [2].
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21. abra. (a) A baktériumadszorpcio és -deszorpcié altal okozott
fazisvaltozas a GCI szenzoron. (b) Mikroszképos kép a GCI
csip feliiletérdl a mérést kovetden. A kitapadt baktériumok jol
lathatoak. A csipen talalhatd SiO, réteg hatéra is latszik a kép
jobb oldalan [2].

Az itt bemutatott teljesen atlatszd kiivetta tovabbi alkalmazasokat nyerhet a hullamvezetokkel
végzett mérések mellett, parhuzamos morfoldgiai vizsgalatok terén, Gigy mint a kiillonb6z6 optikai

mikroszkdpok, Raman-, infravordés mikroszkopia és spektroszkopia.
6.10. MikrokuUvetta fejlesztés 6sszefoglalasa

A fejezetben megmutattam, hogy biokompatibilis mikrokivetta-rendszer alakithatd ki az
ARCare® cég altal gyartott kétoldalu ragasztobdl egy egyszerii, olcsd, gyors, tisztateret nem
igénylé modszerrel. A gyartashoz nem szikségesek sem széraz, sem nedves mardasi technikak,
normal laborkorilmények kozott elkészitheté a kivant formaju kiivetta. A tervezést6l a
felhasznalasig csak par percre van szikség. Az altalam felhasznalt ragasztok kereskedelmi
forgalomban kaphatok tobbféle vastagsagban. A csatornastrukturat egy lézer gravirozéval vagtam ki
a ragasztobol. A kivagott csatorndkat GCI, valamint OWLS szenzor csipekkel integraltam, és

kiilonb6z6 oldatokkal teszteltem. A fehérjeadszorpcidt ,,stop-flow” méréssel tanulmanyoztam.

Bemutattam egy teljesen atlatszo elrendezést is, mellyel Salmonella adszorpcidjat mértem
PLL rétegen. Mivel a kialakitas soran semmilyen bonyolult gyartasi eljarasra nincs sziikség, ezért a
szenzor fellletét kdnnyt el6kezelni, bioldgiai bevonatokkal ellatni még az integralas el6tt. Az
altalam bemutatott kétoldall ragasztd alapl atlatszd kivettarendszer igen széles teriileten talalhat

alkalmazasra alacsony ara, egyszeriisége és a miiszerbe valo konnyi integralhatésaga miatt [2].
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7. Extracellularis vezikulak feltleti adhézidjanak monitorozasa GCI-

vel

Kutatdsaim egyik legizgalmasabb részét az extracellularis vezikulakkal valé megismerkedés
jelentette. A kutatasi teriilet ujdonsaga mellett lenyligozott a vezikuldk sokfélesége, a szerepiik az
¢élovilagban és a vellik kapcsolatban megszerzett ismeretek alkalmazhatosagi lehetGségei.
Meggy6z6désem, hogy az extracellularis vezikuldk alaposabb megismerésével forradalmasitani lehet az
orvostudomanyt és a diagnosztikat.

7.1. Az extracellularis vezikulak

Az utdbbi sziik tiz évben az orvostudomany egyik legigéretesebb és leginkabb kutatott teriilete az
extracelluléris vezikuldk (mikrovezikulak és exoszémék) tulajdonségai, keletkezésiik folyamata és a

szervezeten belli pontos szerepik megismerése volt.

Extracellularis vezikulakat minden sejt termel, még a sejtmag nélkili prokariétak is. Méretik
100 nm-t61 1 um-ig terjed (22. abra) [57].

természetes, sejt eredetii vezikulak
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22. abra. Az extracellularis vezikulak és mas sejt, illetve nem

sejt eredetii részecskék mérete [57].
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Feliiletiiket lipid kettosréteg alkotja, mely sejtmembran eredetli. Ennek koszonhetden
feluletiikon a termeld sejtre specifikus membranfehérjék, lipidek, receptor molekulak, felismerd
elemek talalhatéak. Belsejukben fehérjék, RNS vagy akdr DNS molekulak is lehetnek (23. 4bra)

[58,59]. Ezekbdl addddan szamos potencialis orvosi alkalmazasi lehetéséglk van.

Mivel a vezikulak specifikusak az 6ket termel6 sejttipusra, alkalmasak lehetnek diagnosztikai

celokra, pl. rékos elvaltozasok korai felismerésére [60,61].

\
\

\

\\’\\V ezikula

membran G, RN, DNS
r ° 7 . k .‘.. ;
fehérjck 11 darabok

oy "’Oooooo".. o®

.

fehérjék

23. &bra Az extracellularis vezikula felépitése. Feliletén
receptorok és mas felismeréelemek, belsejikben fehérje-, RNS-,
s6t akar DNS-molekulak is talalhatok.

Az extracellularis vezikulakrol koztudott, hogy részt vesznek a sejt-sejt kommunikacioban is,
igy terapias felhasznalasuk talan még igéretesebb, mint diagnosztikai alkalmazéasuk. Jelenleg
retrovirusokat hasznalnak a human génterapiakban, hogy a kivant génszakaszt bejuttassak a betegbe
(pl. cisztas fibrozis esetén). Ennek a mddszernek nagy hatranya, hogy immunvalaszt valt ki. A beteg
immunsejtjei id6vel felismerik a virusokat, és fellépnek ellene. Ennek kovetkezménye a terapia
hatasossaganak csokkenése lesz. Abban az esetben, ha a kérdéses génszakaszt a paciens sajat
mikrovezikulaiba csomagoljuk, a nemkivanatos immunreakcio elkeriilhetd, a vezikula tartalma

biztonsagosan célba juttathaté [57,62,63].
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Jelentds szerepe van a vezikuldknak az immunvalasz kialakitasdban is. A neutrofil granulocita
immunsejt eredetli mikrovezikuldk részt vesznek a szervezetet megtdmadd baktériumok elleni

harcban. Bakterialis fert6z¢s esetén jelentdsen megnd a szamuk a véraramban [64].

Lathatd, hogy milyen sokféle funkcidja és alkalmazasi lehet6sége van az extracellularis

vezikulaknak, ezeért is oriilok, hogy ilyen jellegli kutatasokat végezhettem.
7.2. Extracellularis vezikulak a jelélésmentes szenzorikaban

Az extracelluléris vezikuldk modellfeliletekkel, biomolekuldkkal, polimerekkel és
receptorokkal torténé kolcsonhatdsa felé egyre jelentdsebb tudomanyos érdeklédés iranyul. A
jelolésmentes bioszenzorok igen fontos, akar kodzponti szerepet tolthetnek majd be ezen

kolcsonhatasok vizsgalataban.

A vezikuldk kis méretiik miatt nem vagy csak nehezen vizsgalhatok konvenciondlis
sejtbioldgiai és labordiagnosztikai eszkozokkel. Eppen ezért vilagszerte rendkiviil erds igény
mutatkozik egy olyan mérési modszerre, mely segitségével a vezikulak egyszeriien vizsgalhatova
valnak. Az evaneszcens térben torténd valtozasokat méré szenzorok alkalmasak lehetnek a

mikrovezikulak tanulmanyozasara.

A korabbi fejezetben bemutatott jel6lésmentes, evaneszcens térérzékelésen alapuld optikai
bioszenzor, a GCI, alkalmas lehet ilyen vizsgalatok elvégzésére [1]. A mérési stratégiat az
egyszeriiség, a megbizhatésag és a gazdasdgossag kombinalasaval alakitottuk ki. Kisérleteimmel
demonstraltam, hogy a GCI az extracellularis vezikuldk vizsgélatanak terlletén is kivaléan
alkalmazhatd. A meérések soran elsGsorban arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a CCRF-CEM
T-limfocita (ECACC) sejtvonal eredetii extracellularis mikrovezikulak kotédnek-e az extracellularis
matrix egyes komponenseihez. Jelenleg igen kevés adat érhetd el a vezikuldk matrix fehérjekkel

valo kdlcsonhatasat illetéen [65-67].

A vezikulak jelentés részének adhéziods receptor molekulak talalhatéak a felszinén. Erdekes
lehet a kérdés, hogy jellemz6-e egy adott mikrovezikula-tipusra az integrin fehérjék jelenlétében
mutatott szignalizacioja [58]. Feltételezhetd, hogy a vezikulak kotédnek az extracellularis matrixhoz
(példaul az 1. tipusu kollagénhez, vagy a fibronektinhez), igy lehetdvé valik, hogy részt vegyenek a
szOvetregeneralodasban és -javitdsban, a sejtmigracidban, a gyulladas kialakitdsdban vagy a

véralvadéasban.

49



7.3. Avezikulak preparalasa

A vezikulak preparalasanak modszere a 24. abran lathato. Els 1épésben egy 10° CCRF-CEM
sejt/ml koncentraciéju sejtkultarat szérummentes tapba (médium) teszlink 24 drara (hogy
elimindljuk a szérumban el6forduldé vezikuldkat). A szérummentes tapkézeg nem indukal
szignifikans apoptozist. 24 ora elteltével a médiumot 400xg-n kell centrifugélni 15 percig, hogy a
sejteket el lehessen véalasztani a vezikulaktol, melyek a felliliszoban talalhatéak. Ezutan a feltiluszot
egy 800 nm lyukatméréji sztirén (Millipore, Billerica, CA) kell atsziirni, amelynél csak a gravitacio
a hajtoerd. A kovetkez6 1épésben az atszirt feliilaszot 20.500%g-n kell centrifugalni 60 percig [68—
70]. Ezt kdvetden a vezikulakat PBS oldatban kell mosni, majd egy 0,1 pm porus sziir6n atsziirni.
A vezikula szuszpenzio fehérjekoncentraciojat egy Micro BCA protein assay Kit segitsegével lehet
meghatarozni (Pierce Biotechnology, Inc.). Az atlagos fehérjekoncentracio a GCI-s mérések soran
15 pg/ml volt. Felhasznélasig a mintak -80 °C voltak tarolva, legfeljebb 2 hétig. Utolso 1épésben a
vezikula szuszpenzié a szenzor csip fellletére keriilt, melyet elére bevontam az vizsgélni kivant
matrixfehérjével [3].

24 brés 400g, 20500g MV
CCREF sejt kultara 15 percre 60 percre szuszpenzi

gravitacios

szlirés (0.8um)

bevonat
v vezikula réteg

@ L ¥ - -
PAAAAASRES. .. cvaneszcens
GCI csip Smpa L

24. abra A mikrovezikula-izolalas lépései. A vezikulak felileti
Az adszorpcio a vezetett médus evaneszcens tere segitségével
lett megmérve [3].
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A mérések soran felhasznalt vezikuldk mindségét és méreteloszlasat egy fixalasi eljarast

kovetden elektronmikoszkop segitségével lehetett tanulmanyozni. Ennek az eredménye a 25. abran
lathato.
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25. abra (a) Transzmisszios elektronmikroszkopos kép a CCRF-
CEM human sejtvonal eredetli mikrovezikuldkrol. (b) A
mikrovezikulak méreteloszlasa ionabszorpciés méréssel lett
meghatarozva[3]. (Kollaboracids partnereink, Buzas Edit

csoportjanak munkaja)
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7.4. A vezikulamérés eredményei

A mikrovezikuldk adszorpcidjanak tanulmanyozadsdhoz az e¢lézéleg kromkénsavban
megtisztitott GCI szenzor csipet megfeleld optikai elrendezésbe helyeztem (26. abra). A merési
elrendezésben két linearisan polaros He-Ne lézernyalab vildgitotta meg az els6 és a masodik
becsatoléracsot, melyek szerepe a fény hullamvezetébe csatolasa volt. Az egyik nyaldb a
folyadékkristalyos modulator segitségével modulélva volt, hogy referenciajelet szolgaljon a mérés
soran. A masodik racs mogott alakult ki az id6fliggd interferencia jel. A jelet a harmadik racs
csatolta ki, melyet egy optikai szal vezetett a detektorba. Az 5 mm-s méréablaknal a minta altal
okozott fazisvaltozast szamitogep értékelte ki. A homérséklet egy Peltier-elemmel 25 °C-n lett
stabilizalva. A csip folé egy PEEK (poliéter-éter-keton) kivetta kerllt, melyen Kalrez O-gyiiriik
hataroltak a fluidikai teret. A minta kivettatérbe val6 jutasat egy szeptumos injektoron keresztl
oldottam meg (26. abra). Ezzel ellenérzotten lehetett a megfelelé mintamennyiséget alkalmazni. A
kivettatér folyamatos mosésa szintén megoldhatd volt a szeptumon keresztiil egy tiiben végz6d6
csérendszer alkalmazasaval, melyben perisztaltikus pumpaval aramoltattam a pufferoldatot. A
szeptum egy specialis rogzitdelemmel lett stabilizalva, hogy az injektalas sordn okozott mechanikai

zaj minél jobban kikiiszobolhet6 legyen.
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26. abra A vezikulaméréshez hasznalt GCI elrendezés sematikus
abraja. Az abra jobb fels6 sarkaban lathaté a GCI csip az optikai

racsokkal és az 5 mm hosszi mérbablakkal [3].

A mérés elején a kivettaban PBS oldatot aramoltattam folyamatosan perisztaltikus pumpa
segitségével. Az alapvonal felvétele utan I. tipusu kollagén (0,1 mg/ml, Sigma-Aldrich) vagy
fibronektin (20 pg/ml, Sigma-Aldrich) oldatot injektaltam a kiivettdba Hamilton fecskenddvel. A
mért fazisjel folyamatosan nétt, mutatva, hogy a matrixfehérjek adszorbealddnak a szenzorfelliletre
(27.(a) abra). 15 perc elteltével PBS pufferrel atmostam a kulvettdt, hogy eltavolitsam a
reverzibilisen kitapadt fehéerjéket. Ezt kdvette a mikrovezikula-szuszpenzié beinjektalésa. Mikdzben
a vezikuldk a csip méréfeliiletén adszorbealddtak, megnovelték a térésmutatdt az evaneszcens
térben, ezért nott a fazis. Ezutan ismételten pufferes moséast végeztem, hogy eltavolitsam az 0sszes
ki nem tapadt vezikulat a kiivetta térb6l. A 27. dbran lathatd a méresek egyes szakaszaihoz tartozé
fazisvaltozas. Jol lathatd, hogy a vezikuldk nem adszorbeélodnak irreverzibilis modon az 1. tipusu
kollagénhez. Ezzel ellentétben a fibronektin bevonatra helyezett vezikulak 3 rad-os fazisvaltozast

okoztak. A vezikulaadszorpcié poli-L-lizin (PLL) és bevonat nélkili feluleten is teszteltem. (A PLL
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egy enyhén pozitivan toltott réteget hoz létre a szenzorfellleten.) A sima (Ta,Os) felileten nem
figyelhetd meg irreverzibilis adszorpcid, mig a PLL-lel bevonton irreverzibilis volt a vezikulak

Kitapadasa (2,5 rad fazisvéaltozas) [3].

bevonas vezikula
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27. dbra A mikrovezikula-adszorpcié soran mért fazisvaltozasok.
A nyilak jeldlik: (1) A bevonodoldat befecskendezése. (A poli-L-
lizines (PLL) bevonas nem latszik, mert az nem in-situ kerilt a
feluletre) (2) A nem kotott fehérjék lemosasa pufferoldattal. (3)
A mikrovezikula oldat beinjektalasa. (4) Az irreverzibilisen
kotott vezikulak lemosasa. (b) A vezikulaoldat altal okozott
fazisvaltozas az egyes fellletek esetében (sziirke oszlop). A

fazisvaltozas a mosas hatasara (fekete oszlop) [3].
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A PLL reteghez val6 kotddés magyarazhato a vezikulak negativ feliileti toltottségével, amely
a foszfatidil-szerin oldallincoknak k&szonheté [68,69,71]. Az eredmények alapjan a poli-L-lizin
hasznalhato vezikuldk immobilizalasara, és olcso alternativaként szolgélhat az annexin V helyett. A
mikrovezikulak fibronektinhez torténé irreverzibilis kotése is bizonyitasra kerilt [3]. Ez az
eredmény parhuzamba 4allithato azzal, hogy a leukocita eredetii mikrovezikuldk feliiletén integrinek

talalhatoak, melyek szerepet jatszhatnak a fibronektinhez valé kotédésben.

Meglepetésként szolgélt, hogy a vezikuldk nem tapadtak az I. tipusi kollagénhez, ez
valdsziniileg annak tudhatd be, hogy a Ta,Os hullamvezetd feliileten a kollagén nem megfeleld
konformécidban adszorbedlddott [3]. Fontos megjegyezni, hogy a kisérletekben hasznalt GCI
elrendezéssel mért 2x10™ torésmutatd-valtozas az evaneszcens térben (effektiv torésmutatd-
valtozés) aranyos 1 rad fazisvaltozassal a GCI jelben. Ebbdl kovetkezik, hogy a fent lathato
fazisvaltozasok (melyeket a mikrovezikulak felllleti adszorpcidja okozott) kimutatasahoz

meglehetdsen nagy érzékenységre van sziikség.
7.5. Az extracellularis vezikulakkal kapcsolatos eredményeim dsszefoglalasa

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a racs csatolt interferométer (GCI) Gj modszer a sejt
eredetli vezikuldk extracellularis matrixfehérjékkel valo kolcsonhatdsdnak vizsgalatara. A GCI
technika jel6lésmentes mérési mddszer, vagyis a vezikulakat nativ szerkezetliket megtartva tudtam
vizsgalni. Ez rendkiviil fontos, mivel a vezikuldk j biomarkerként szolgalhatnak. Jelentds szamban
el6fordulnak kiilonb6zé bioldgiai folyadékokban, ideértve a vérplazmat, a vizeletet, az agy-
gerincvel6i folyadékot, az anyatejet stb. Mennyiséguk, fehérjedsszetételik és miRNS-tartalmuk sok
patoldgias elvaltozassal mutat 6sszefiliggést, tobbek kozétt a tumorok, autoimmun betegségek, sziv-
és érrendszeri megbetegedések, fertézések okozta elvaltozasokkal [58]. Mindazonaltal a rutin
Klinikai diagnosztikajuk limitalt, ezért sziikség van U0j technikak fejlesztésére a vezikuldk
vizsgalatahoz. Munkam sorén az extracellularis mikrovezikulak matrixfehérjékhez vald kotédését a
GCl jelolésmentes optikai bioszenzor képességeinek kiaknazdsaval vizsgaltam. Jovébeni
vizsgélatok targyat kepezhetik a vezikuldk és antitest fehérjék kolcsonhatasanak (mint receptor-
ligand kdlcsonhatés) tanulmanyozasa.
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8. PhD eredményeim 6sszefoglalasa

PhD tanulményaim alatt megismerkedtem a jelolésmentes hulldmvezetd alapi optikai
bioszenzorokkal és alkalmazasi Iehet6ségeikkel. Részt vettem a GCI (Grating Coupled
Interferometry) racscsatolt interferometria szenzor fejlesztésében. Kutatdsaim soran megmutattam,
hogy a GCI térésmutaté-érzékenysége a 107-10 tartoményban van, a felileti témegérzékenysége
pedig 0,1 pg/mm? alatti. Az ltalam hasznélt szenzornél j csip geometrit alkalmaztam, mely két
becsatolo és egy kicsatolo racsot tartalmazott, hogy jobban kontrollalni lehessen a csipben halado
modust. Ujitas volt tovabba az egysugaras interferencia alkalmazasa, melyet Ggy értem el, hogy a
megvilagitonyaldbot egy nyalébtagité segitségevel kb. 15-szordsere tagitottam, igy a becsatold
racsokat egyszerre tudtam megvildgitani, és nem volt sziikség individualis nyaldbok nehézkes

parhuzamositasara.

Egy bioszenzornal 1ényeges kritérium a hdmérséklet stabilitdsa és varidlhatdsaga, ezt egy
Peltier-elem segitségével oldottam meg. A mérések sordn Uj kivettarendszert alkalmaztam. A
kitagitott nyalabnak kodszonhetéen két fluidikai csatorna alkalmazasara nyilt lehetdség, melyek
kozll az egyiket referenciaként tudtam haszndlni, vagy akar a parhuzamos mérések is végezhetok

voltak az igényeknek megfelel6en.

A GCI szenzorral fehérjeadszorpcios kisérleteket végeztem, melyek segitségével igazoltam a
fentebb emlitett szenzorérzékenységet. Sikertlt demonstralni, hogy a felhasznalt fibrinogén fehérje
irreverzibilisen tapad a csip fellletére.

A GCI szenzor alkalmas mind TE, mind TM polarizaciés médusokban mérni. Ez kdénnyen
megvaldsithatd a folyadékkristdlyos modulator cseréjével és a lézerfényforras elforgatasaval.
Kisérletekkel igazoltam, hogy a TM polarizaciés médus nagyobb érzékenységgel rendelkezik, mint
a TE, 0sszhangban az elméleti varakozasokkal.

A bioszenzorikaban alapvetd kovetelmény a biokompatibilitas, valamint az, hogy a minta
kezelésére hasznalt csatorna anyaga ne oldodjon vizes kozegben. Ezekre sikeriilt egy ujszerii
megoldast talalni, egy kétoldald ragasztobol kialakithatd mikrofluidikai rendszer formajaban. A
modszer nagy elénye, hogy a csatornak eldallitasahoz nem sziikséges tisztatér, specialis
laborfelszerelés, sem marasi technologia vagy ut6lagos kezelés. A kétoldali ragasztobdl egy
lézergravirozd segitségével konnyedén kivaghaté a kisérlet megkivant csatornaforma. A csatorna
tervrajza Corel Draw program alkalmazésaval elkészithetd. A rajzolastol a csatorna es kivetta

Osszeszerelésig minddssze par percre van sziikség. A csatorna vastagsagat a ragasztd vastagsaga
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hatarozza meg. A csatorna mitkodoképességét glicerinoldatos és fehérjeadszorpcios kisérletekkel
demonstraltam. Fehérjék adszorpcios kinetikajanak nyomon kovetésére egy masik bioszenzort, az
OWLS-t is alkalmaztam, megmutatva a kétoldall ragaszt6 alapu csatorna felhasznéalhatésaganak
lehetéségeit. A fehérjével végzett kisérleteknél stop-flow injektalast alkalmaztam, vagyis egyszerre
csak egy meghatarozott mennyiségli mintat injektaltam a kiivettaba. Az eredményben adszorpcios
Iépcsdk voltak lathatok, ami azt jelenti, hogy a kiivettatérben egyetlen injektalas soran nem sikertlt
annyi fehérjeoldatot felhalmozni, hogy a szenzorfelulet abszolut telitésbe kertljon. Ezt csak 5-6

injektalas utan tértént meg.

A kétoldall ragaszté alkalmazéasanak koszonhetéen egy atlatszé kivettarendszert is sikertlt
kialakitanom. Ennek jelentdsége, hogy igy egy mikroszkdp segitségével monitorozhatd a szenzor
csip feliilete, és ellendrizhetd, hogy mi okozta a fazisgorbe valtozasat. A modszer demonstralashoz
Salmonella baktériumokat valasztottam, melyeket PLL-lel bevont szenzorfeluletre injektaltam. A
baktériumok kitapadtak a fellletre, latvanyos fazisjelet adva, majd sikerilt j6 mindségi

mikroszkdpos felvételeket készitenem a kitapadt sejtekrol.

Legjobb tudomasom szerint els6ként tanulmanyoztam jel6lésmentes optikai bioszenzorral
extracellularis vezikulakat (mikrovezikuldkat). A mérések soran a vezikuldk extracellularis
matrixfehérjéekhez (kollagén és fibronektin) vald kotédését vizsgaltam alapkutatasi célokkal.
Fontosnak tartom hangsulyozni, hogy a vezikuldk kis méretiik és alacsony koncentracidjuk miatt
igazi kihivast jelentenek a jel6lésmentes bioszenzorika tertiletén, éppen ezért szilkség volt egy olyan
nagy érzékenysegi szenzor alkalmazésara, mint a GCI. A mérések sord&n megmutattam, hogy az
extracellularis vezikuldk jol tapadnak fibronektinhez, illetve a PLL-réteghez, viszont az I. tipusu
kollagénhez és a kezeletlen szenzorfelulethez nem. Ezen informécidk fontosak lehetnek az esetleges
orvosi diagnosztikai és terapias alkalmazésoknal.
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9. Flggelék

9.1. Elektromagneses sikhullimok terjedése szigetel6 kozegben

Forrasmentes, végtelen, szigeteld6 kbzegben az elektromagneses mezdéket leird Maxwell

egyenletek a kovetkezd formaban irhatdk le:
V-B=0
V-D=0

0B
VXE+E—O (8)

VxH——=0
ot

Ha a fenti egyenletek megoldasait e ™" alakban keressiik (id6fiiggd harmonikus megoldas), az

egyenletek a kovetkez6képp alakulnak:

V-B=0
V-D=0
VXE—iwB=0 (10)

VXH+iwD =0
Homogén izotrop, linearis kozegben D=cE és B=pH és veszteségmentes kdzeget feltételezve:
VXE— iwB =0 (11)
VXB+iwueE =0 (12)
A két el6z6 egyenletet egymasba helyettesitve a Helmholtz-hullamegyenletet kapjuk:
(V2 + pew®)E =0 (13)
(V2 + pew®)B =0 (14)

Amennyiben x iranyba halado e®**~i@t sikhullamot vesziink, k hullamszam és « frekvencia

kozti kapcsolat a kovetkez6képpen irhato fel:
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k = \uew (15)

A hullam fazissebessége és a kozeg térésmutatdja:

vz%z—%zﬁ (16)
n= ﬁé (17)
Igy az 1 dimenzids alapmegoldas:
u(x, t) = aek¥~lwt 4 pe-tkx-iwt (18)
Az w = kv felhasznélaséval:
W (%, £) = aek@=vt) 4 poikx+ve) (19)

Olyan o korfrekvencidju és k=kn hullamszam vektord elektromégneses sikhullamot
keresunk, mely kielégiti mind a Maxwell, mind a Helmholtz egyenletek altal szabott feltételeket. Az

elektromos térerésséget és a magneses indukciovektort a kovetkez6képpen irhatjuk fel:
E(x,t) = Eetknx-int (20)
B(x,t) = Betknx-iwt (21)

Ahol E és B allandé vektorok. E és B kielégiti a Helmholtz egyenletet, ha feltesszik
k?n-n = pew? ahol n egységvektor. A Maxwell-egyenleteknél megfigyelhetd divergencia miatt
n-E=0ésn-B = 0. Ezek értelmében E és B merdleges az n terjedési iranyra. Az ilyen tipusd

megoldasokat transzverzalis hullamoknak nevezziik.
A rotéciora vonatkoz6 egyenletek Ujabb megszoritasokat tartalmaznak.
B =./uen X E (22)

A Jue tényezd /ue = % —ként irhatd, ahol n a korabban mar definialt torésmutat6. Latszik,

hogy a vakuumban terjedé hullamnal cB és E kozott anyagi kozegben a torésmutatd teremt
kapcsolatot.
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UE

28. abra Elektroméagneses hulldamok sik dielektrikumok hataran.

A 28. &bran lathat6 koordinata rendszert veszem alapul. A z=0 sik alatti kozeg permeabilitasa ,

permittivitasa pedig €. A tdrésmutatok n = \/ue/upeq, €sn' = /'€’ /uy€,. A sikhullam (k
hulldmszam vektor(, w korfrekvencidjl) a p, € kozegb6l érkezik a feliilet hatarara (a megtort

paramétereket * a visszaverteket ” jelzi). Ezek alapjan:

Beesd hullam:

E = Eoeik-x—iwt (23)
B = Ve = (24)
Megtort hullam:
E = Eloeikl-x—iwt (25)
B = /i (26)
Visszavert hullam:
EH — Elloeiku-x—iwt (27)

BII — [MIIEII@ (28)

A hullamszam vektorok hossza:
[kl = [K"| = k = wue, (29)
K'| = k' = w '€ (30)
A z=0-beli hatarfeltételeknek tetszéleges idében a sik minden egyes pontjara igazaknak kell

lennitik. A z=0-beli 6sszes fazistényezének egyeznie kell.
(k" X)z=0 = (K"*X)z=0 = (K" " X)2=0 (31)
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Az el6z0 egyenletet és az abrat tanulmanyozva a kdvetkezd észrevételt tehetjiik:

ksini = k'sinr = k''sinr’ (32)
A k”=k miatt i=r’, tehat a beesési és visszaverddési sz0gek megegyeznek. Ezenkivil megkapjuk a

sini kr ’/,UEI nr
sinr k Ue n ( )

A kozeghataron D és B normaliranyd, valamint E és H tangencialis komponensének folytonosan

Snellius-Descartes torvényt is:

kell a kbzeghataron athaladnia. A hatarfeltételek igy a kovetkez6képpen néznek Ki.

[e(Eg + Ey) —€'Egl -'n=0 (34)

[k XEg+ k" XEj —k'XEgln=0 (35)
[Eq + Ef — €Ej] xn =0 (36)
[i(kxE0+k”xE{,’)—i(k’xE{))]xn:0 (37)

E hatarfeltételek alkalmazasakor két esetet kilénbdztethetiink meg. Az els6ben a bees6 sikhullam
polarizaciovektora a beesési sikra merdleges, a masodik esetben viszont a beesési sikkal
parhuzamos.
Elséként a beesési sikra merdleges esetet targyaljuk, az irodalomban transzverz elektromos (TE)
hullamokként emlitett megoldasokat. A B olyan iranyQ, hogy az energia aramlasa a hullamvektorok
iranyaba pozitiv legyen. Mivel az E a feliilettel parhuzamos, ezért az el6z6 egyenletek kozll az elsé
automatikusan teljesul. A masodik egyenlet a harmadikat ismétli meg, a Snellius-Descartes-torvényt
figyelembe véve. A 3. és 4. egyenletek alapjan felirhatjuk, hogy:

Eo+Ey —Ey=0 (38)

\E (E, — Eg)cosi — \gE{)cosr =0 (39)

A megtort és a visszavert hullam amplitidoira a kovetkezd dsszefiiggéseket kapjuk:

E} 2ncosi
B i+* 2 —n2sin2i (40)
o meosi+VniZ-n?sin?i

EY ncosi—ﬁ\/nlz—nzsinzi ( )
B _ 41

Eo ncosi+%\/nlz—nzsin2i

Amennyiben az E parhuzamos a beesési sikkal (transzverz méagneses (TM) hullamok esete) a
tangencialis E- és H- komponens folytonossaganak megkovetelése a kovetkezoket eredményezi:

cosi(Ey, — Ey) — cosrE), =0 (42)
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€ my _ |E g —
L@ =[S =0 (@3)

Igy a megtort és visszavert hullamok amplitddéira a kovetkezoket kapjuk:

@ — 2nnr/cosi (44)

Eg %n’zcosi+n nr2—n2sin2i

%n’z cosi—-nVnr2—n2sin?i

B (45)

Ep %n’zcoan nr2—n2sin2i

9.2. Interferencia

Interferencia jelenségérdl akkor beszéliink, ha két monokromatikus hullam talalkozik. A két hullam
Ax(X) és Az(x) komplex amplitddoi 6sszegzédnek. Az eredmény egy A(x) monokromatikus hullam

azonos frekvenciaval [72].
A(x) = A1 (x) + Ay (), (46)

Az egyes hullamok intenzitadsa az amplitudok abszolut értékének négyzetével egyenléek, igy

felirhato:
I=1A17 = A1 + A1 = |A1 P + | A2 + AL Ay + A A5 (47)
Al == \/I—leiq)l éS Al = Izei(pz (48)

Ahol a ¢, és ¢, a két hullam fazisai.

Ebbél az eredé hullam intenzitasara a kdvetkezo kifejezést kapjuk:
I = Il + 12 + 2 11[2COS6 (49)

Ahol § = @, — @,. Az (49) egyenlet utolsé tagja az un. interferencia tag.
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9.3. Sik hullamvezetok

Els6ként a planparalel lemez alapu dielektromos hullamvezeték esetét targyalom [73].

X

a
AN
B n

" 1{9 X

29. abra Egy planparalel lemez alakti hullimvezeté sematikus

2

rajza a sugarmenetekkel.

Vegyunk egy x irdnyban 2a vastagsagu y és z iranyban végtelen kiterjedésii dielektrikumot
(29. &bra). A z iranyba terjed6 hullamot keressiik. A planparalel lemez torésmutatoja n; a korulotte
1év6 kozegé ny. A sikparhuzamos lemez hatérfelliletei x = +a irdnyban talalhatok. A z iranyba
terjedé teljes visszaver6dést szenvedé hullam zart tartomanyba kényszerul, ezt fogjuk
tanulmanyozni. A 29. &bran jelolt trajektoriat értelmezhetjik Ggy, mint a terjedé sikhullam
hullamfrontjanak normalisat. A stabil és koherens z irdnyu terjedéshez sziikséges, hogy az A ponttdl
a B pontig 6sszegytijtott (transzverzalis) hullamfazis a 2z egész szamu t6bbszordse legyen.
4kasing + @ = 2mn (50)

Ahol m nem negativ egész, k = n, %, @ a teljes visszaverddéshez tartozo fazisugras a
hatarfellileteken.

2A
sin20

G = —2arctg -1 (51)

1 2A
(DTM - _ZarCtg(l—ZA sin26

-1 (52)

2_ 2 - e 7 7 z 114 r ” r . r
Ahol A= (";;2). TE jelolés esetén az elektromos térerésség vektor merdleges a beesési sikra, TM
1

esetén pedig a magneses térer6sség vektor meréleges a beesési sikra. Ha bevezetjik a V = kav2A

. . . in@ T . . . " vt
szalparamétert, ésa & = % transzverzalis valtozot az (50) egyenlet a kovetkezd alakot olti:

mm 1
tg(VE—7)=f 21 (53)
ahol f=1 TE esetén és f = 1_1? TM mddus esetén.

Bar az el6z6 gondolatmenet csak a hullamvezetd belsejében vizsgalta a hullamot, az

elektromagneses mez6 azon kiviil is jelen van. Hatasat a @ tag foglalja magaba. A dielektrikum
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hullamvezetdt koriilvevd térrészben a térerésség e ~F1*! szerint fiigg x-t61.
— A —cinzg =2 [1 — 22
p = kV2A — sin a‘/l ¢ (54)
Hullamvezetésr6l akkor beszélliink, ha a teljesitmény nagy része a hullamvezetében terjed, nem
pedig a szubsztratban vagy a fedorétegben. Ha V=1,akkorTE, modus teljesitményének a harmada

terjed a kopenyben. Amennyiben VV > 1, akkor a terjedés szinte teljes egészében a magban torténik
[73].

9.4. Amodus egyenlet és a hullamvezeté érzékenysége

Raccsal torténd modusgerjesztés esetén a hullamvezetObe torténd becsatolas a kovetkezd
képlettel irhato le [33]:

N = nysina + l(%), (55)

ahol N az effektiv térésmutatd, n a levegé torésmutatdja, o a becsatolas szoge, | a diffrakcios
rend (ez egymddust hullamvezeté esetén 1), A a hullamhossz és A a racsalland6. Mivel a TE és TM
modusok effektiv torésmutatdja eltér, hozzajuk méas becsatolasi szog tartozik.

Abban az esetben, ha valamilyen nc torésmutatéju anyag kerll a diffrakcios récsra, az
magaval vonzza a becsatolasi sz0g megvaltozasat. Szintén megvaltozik a becsatolasi sz6g, ha
valami adszorbealdodik a racsra vagy deszorbealodik a racs feliiletérél. Az effektiv torésmutato

megvaltozasat a becsatolasi szog fliggvényében a kovetkez6képpen hatarozhatjuk meg [33]:
AN = n(sin(a + Aa) — sina) = ncos ala . (56)

Haromrétegli hullamvezet6 egy fél-végtelen szubsztratbdl (S, térésmutatdja ns), egy nagy
torésmutatoju filmbol (F, vastagsaga dr, torésmutatdja ng) és a hullamvezetén 1évé szintén

fel-végtelen feddrétegbdl (C, torésmutatoja nc) all (30. &bra).

fedoréteg (C, n,.)

30. &bra A 3 rétegii hullamvezetd modellje az egyes rétegek
nevével, annak roviditésével, valamint az egyes rétegek

torésmutatdjaval és vastagsagaval.
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Ebben az esetben a modus egyenlet levezetése hasonld az el6z6 fejezetben targyaltakhoz,
viszont itt mar a beesési szogek helyett a bonyolultabb szdmoldsokban kdnnyebben kezelhetd
effektiv torésmutatd alap formalizmusra térek at. igy a modus egyenletet a kovetkezoképpen
irhatjuk fel [33]:

@3 =mTm = ZkZ,FdF + (I)F,S + (I)F’C y (57)

ahol k,p = ky/nZ — N2, k=2z/A, ahol A a hullamhossz vakuumban, @ps és @ az egyes
feliileteken torténd teljes visszaverddés soran bekodvetkezo fazisvaltozasok. A fenti jelenséget akar
ugy is meg lehet kozeliteni, hogy a mddus ugy terjed, mintha sorozatos oda-vissza ver6déseket
szenvedne a hullamvezeté film két hatarfelilletén. A @5 a teljes fazisvaltozast jelenti, ami az
oda-vissza ver6dések kovetkeztében 1étrejon. A komplex reflexios koefficiens a hatérfeluleteken (J

jeldli C-t vagy S-t attol fliggden, hogy az FC vagy FS hatarfeliilet mentén tekintjiik a reflexiot) [33]:

Tr] = %r gy (58)

ahol p = 0 TE és p = 1 TM modusok esetén, valamint k,; = k /n]z — N? . Abban az esetben, ha

N>n;, teljes visszaver6dések sorozatarol beszélhetink. Konnyen belathato, hogy ebben az esetben

az elektroméagneses tér a J kdzegben evaneszcens lesz [33], vagyis:

kz,]:ik ’n]Z—NZ éS T'F,]:ei®F'],ahO|

1-Tp, ng 2p |kz]
&y ; = 2arctan (11—> = —2arctan (N—> — . (59)

+7F,) ] kz F

Négyréteges hullamvezetd modellrdl akkor beszéliink, ha a hulldmvezetd film feliiletére egy
réteg adszorbedlddik (az adszorbealt réteg torésmutatdja n,, vastagsaga da), pl. egy fehérje film. Ez
aréteg a F és C kozé ,,¢kelddik” (31. abra).
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fedoréteg (C, n,.)
adszorbealt réteg (A, n,, d,)

31. abra A 4 rétegli hullamvezet6 modellje az egyes rétegek
nevével, annak roviditésével, valamint az egyes rétegek

torésmutatojaval és vastagsagaval.

Ebben az esetben a modus egyenlet a kovetkezoképpen maddosul [33]:
¢4 =mm = ZkZ,FdF + (pF,S + (pF,A,C' (60)
Az adszorbealodott réteg kovetkeztében a reflexios koefficiens a kovetkezéképpen irhato fel [33]:

TF,A+TA,CeZLkZ‘AdA

1+TF'ATA‘CBZlkZ'AdA ]

(61)

Trac =

ahol k, o, = k/ni — N2 és ry , valamint r, - a reflexids koefficiensek a megfelel hatarfeliileteken.

Mivel az elektromagneses tér a fedorétegben (C) evaneszcens, ezért az (n+5) egyenletet felirhatjuk

igy is [33]:

_ id
Teac = €' FAC, (62)
2ik d
L 1-1 .1-Tparace” "ZA%A
ahol @ o = 2arctan (i —=2€) = —2arctan (i —2-2———), (63)
g 1+rF,A,C 1+TF,A race Z,A%A

Ha azt irjuk, hogy 7,c = ei®ac=®ac ahol &, >0, mert |ruc| =Dac <1, az (n+7)
egyenletet atirhatjuk a kovetkez6 alakra [33]:

2p ‘5
Bp e =2 arctan((Z—i) 224 tan (k,ads + 2L)). (64)

z,F 2

Abban az esetben, ha az elektromégneses tér evaneszcens, az adszorbealodott (A) rétegben,
azt mondhatjuk az (58) egyenlet segitségevel, hogy @,.=0 ha na<nc és @, .=n ha na>nc.

Felhasznalva a tanh z = —i tan(iz) a (64) egyenlet a kdvetkezo alakra hozhato[33]:

2p -
@pac = 2arctan((2) L2l (cann (|, 4|, + 229y, (65)
o na kzF ’ 2
@ o kz, kg, N2—n2
ahol (tanh%) = (Z—?)Zpﬁ = (Z—’C’)Zpﬁ = (Z—?)Zp /rzg (66)

ésog =1han, <ng, valaminte = —1 han, > n,.

A fenti egyenletek segitségével megmutathat6, hogy abban az esetben, ha az adszorbeélt réteg
vastagsaga joval kisebb, mint a fény hullamhossza, a dolgozatban szereplé (2) egyenlethez Un.
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linearizalt négyrétegli modus egyenlethez jutunk. A tovabbi érzékenységi szamolasokhoz ezt az

egyenletet hasznalhatjuk fel.
9.5. A hullamvezeték érzékenysége

A haromréteges és a négyreteges linearizalt modus egyenletek segitsegével meghatarozhatjuk
a hullamvezetd szenzor csip effektiv torésmutatd-érzékenységeét (nc valtozdsa magéval vonja az N

valtozasat is), valamint az adszorpcioé miatt bekdvetkezett valtozasokra val6 érzékenységet is [33].

N
Fo -vel jellemezzik a hullimvezeté feliletén a fedé médium torésmutatd-valtozasara valo
nc

. . . . . N , ) . . o
érzékenységet. Miel6tt még bevezetném a o érzékenyseget, mindenképpen sziikséges a vezetett
C

modus teljesitményérél is szot ejteni: Py(J=C,S,F), mely a C, S és F rétegekben terjed [33].

P = P; + Pg + Py, (67)
ahol a P a teljes vezetett mddus teljesitménye. A C-ben és S-ben haladd teljesitményt a
kovetkezoképpen hatarozhatjuk meg [33]:

ﬂ _ n}zy—Nz AZFJ (68)

P n,z:—nf deff’
ahol J=C,S és de a hullamvezet6 effektiv vastagsaga:
defr = dp + Xj=cs Dz, (69)

és Azp; az evaneszcens tér behatolasi mélységei a C és S rétegekbe TE és TM modusok esetén:

TE) _ A |
AZ§'1)=E N2 —n}, (70)

A
(TM) _ 2mIN2_nJ
Azp ) =2z (71)
() +(G5) =
Lathato, hogy a hullamvezet6 effektiv vastagsaga (desr) fligg @ modus polarizaciojatol. A Az

behatolasi mélységet kompaktabb forméaban is kifejezheto [33]:

1 a‘I’F’]

AZF,] = ; akZ‘F. (72)

A hullamvezetdben terjedd relativ teljesitmény
L Y R A 73
P dop \OF J=CSp2_p2 ZFr,] (73)

A (68) és (73) egyenletek TE és TM mddus esetén is érvenyesek.
Amennyiben a hullamvezet6 szenzorunkat a térésmutatdé (An;) megvaltozds meérésére
hasznaljuk, az effektiv torésmutato-valtozas az els6 rendben a kovetkezé egyenlettel

szamolhat6:[33]



Egy megfelelé x=(ns, Ng, Nc, dr, da) paraméterti hullamvezetd Werzekenyseget a kovetkezoképpen
C

kell meghatarozni. A kiindulasi alap a (58) egyenlet implicit alakja:
®[x,N(x)] = 2mm. (75)

Megkapjuk a :TN parcidlis derivaltat, ha implicit modon derivaljuk a (75) egyenletet, ami azt jelenti,
C

hogy
00 | 0D ON _
Amibdl kovetkezik, hogy:
)
Pt ok (77
N
Az (58) ésa (72) valaminta N = % felhasznalasaval felirhato:
0bs _ 1 901 dkzp _ Zhx
ON T~ U okyp dky Zkdesy Kpp (78)
Ha felhasznaljuk a (60) egyenletet a szamolasokhoz, akkor a kovetkezot kapjuk [33]:
0P o0 2
T = ot = kb s (2 2(2) 1y, (79)

ahol p=0 TE modus és p=1 TM maodus esetén. Ha behelyettesitjik (78) és (79) egyenleteket a (77)

egyenletbe, akkor megkapjuk a hullamvezeté modusra jellemz6 érzékenységet [33]:

2 2
N _ nenpodere (MY gy, (80

ange N n%—n% deff nce

A (68) egyenlet segitségével kifejezhetjiik az érzékenységet a kovetkezéképpen is:

N _mePe o (ﬁ)z —1ye. (81)

anc N P ne

A :TN érz¢kenységet a hullamvezetd film (F) és a fedoréteg (C) kozé adszorbealddo
A

molekularétegb6l szarmaztathatjuk. Tovabbi fontos feltétel, hogy az adszorbealddd réteget da
vastagsagunak és na térésmutatdjunak tételezzik fel.

A ;TN érzékenyseget megkapjuk az (58) egyenlet segitségével vékony adszorbealt réteg (A) esetén.
A

A szamitasok az el6z6 fejezethez hasonloak. A (62) egyenletbdl kiindulva azt talaljuk, hogy [33]

0D, _ ad’p‘A’C
dda T ddy ' (82)
da=0 da=0
ahol 2 ZAC szarmaztathato a (65) Kiterjesztésével, és
0D, _ % (83)
ddN 4 da=0 ON

A (82) es (83) egyenletek (77) egyenletbe valo behelyettesitésével megkapjuk a hullamvezet6
adszorbealt rétegvastagsagra vonatkozo erzékenyseget [33].
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(84)

Noyzy Nya VP
ON _ ni-N2n5-ni {(nc) +(nA) 1}

dds  Nderr n2-n2 | (My24My2_
da Ndesp np=nc (G +G)%-1
ahol TE mddus esetén p=0, TM modus esetén pedig p=1.
A fenti egyenletek segitségével tervezhetjiik meg a hullamvezet6 szenzorunkat, attol fliggden,
hogy milyen tipust érzékelést szeretnénk végezni. Altalanosan elmondhatd, a fenti egyenletek

segitségevel bizonyithat6, hogy a dolgozatomban hasznélt Ta,Os hullamvezetok esetén érdemes a 0.

modusokat hasznalni, mivel ezek érzékenysége nagyobb, mint a magasabb rendiit modusoké.
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tdmogatasa, tanacsai és végtelen tirelme nélkil semmit sem érhettem volna el. Halaval tartozom
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Andrés segitségét is, akihez batran fordulhattam barmilyen problémaval, sosem tavoztam téle a
segitsége nélkil, amiért halas vagyok.

Nagy koszonettel tarozom Kovacs Boglarkanak, Nador Juditnak és Orgovan Norbertnek,
amiert segitettek kigyomlalni a disszertaciomban taldlhatd hibakat. Megjegyzéseik ténylegesen
novelték a dolgozatom értéket.

Oriilok, hogy egy laboratériumban dolgozhattam Juhasz Krisztinaval, Kovacs Boglarkaval,
Néador Judittal, Orgovan Norberttel, Péter Beatrixszal és Székacs Innaval, akik jelenléte nélkil nem
lett volna olyan 6nfeledt a munka a laborban.

Kdszonettel tartozom Prof. Barsony Istvannak és Dr. Pécz Bélanak, amiért az MFA-ba
befogadtak és tigyes-bajos dolgaimban tdmogattak.

Kdszonettel tartozom Dr. Fried Miklosnak a biztatasért, tanacsaiért és széles korii segitségéért.

Kdszéndm Prof. Vonderviszt Ferencnek a tanulmanyaim soran nyujtott segitseget, szakmai
tanacsait. Koszonom, hogy lehet6vé tette szamomra, hogy nemzetkozi, szakmai konferencidkon
részt vehessek.

Koszonet illeti Klein Agnest, akinek a munkaja nélkiil nem vizsgalhattam volna Salmonella
baktériumokat a kutatdsaim soran.

Kdszdnetemet szeretném kifejezni Dr. Kellemayer Mikldsnak és Martonfalvi Zsoltnak, amiért
lehetdséget biztositottak a naluk taldlhatd 1ézergravirozd hasznalatidra, és megtanitottak annak
miikodtetésére.

Kdszondm Prof. Buzéds Editnek és Dr. Gyorgy Bencének, amiért részese lehettem az
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Szeretném megkoszonni Plosz  Béla konstruktiv tandcsait és munkajat a kivettak
kialakitasaban és megtervezésében.
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