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ABSTRACT

Integrated optical bioaffinity sensing is the most sensitive technique available for the
study of bio-molecule adsorption at surfaces. This paper involves the development of a
grating coupler waveguide sensor, instrumentation and software used in optical

waveguide lightmode spectroscopy (OWLS) applications.

Using the high sensitivity of this technique, a novel optical pressure and flow-rate
sensor setup, which was based on the bending of the waveguide under mechanical

stress, was designed.

The development of novel surface modification methods extended the applications of
the OWLS technique to new areas, such as the study of protein adsorption on polymer
surfaces. The OWLS technique was shown to be very useful in testing protein resistant
polymers. It was possible to perform a protein adsorption study of different
phosphorylcholine containing polyurethanes by spin-coating a thin layer of the
polymers onto the waveguide. The layer formation of the copolymer of poly-L-lysine
grafted poly-ethylene-glycol (PLL-g-PEG) was monitored by the OWLS technique, and
it was also shown that surfaces treated with this polymer demonstrated excellent protein

resistance.

The interaction of cells with surfaces is an intensively studied area in biomaterials
research. A platform was developed based on the OWLS technique for the on-line study
of the cells interacting with surfaces and bio-molecules. For example, the technique was
applied for the study of the spreading kinetics of human osteoblast like cells and their

responses to toxic substances.

The introduction of the scanning capability to the measuring system extended the area
of OWLS applications to the investigation of patterned surfaces. Microfluidic networks
were used to pattern waveguides with PLL-g-PEG. Protein adsorption and cell

attachment was only observed on the non-coated areas of the surface.

The use of the OWLS technique in the study of polymers, micro-patterned surfaces and
cell-surface interactions is an important development since it opens the door to a wide

array of novel applications.
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BEVEZETES

A XX. szazad elso felét a fizika rendkiviil gyors fejodése jellemezte. Megsziiletett az
altalanos relativitas elmélet és a kvantummechanika. Az emberiség az atomenergia
korszakaba lépett. Részecskegyorsitokat épitettek, kutatointézeteket hoztak 1étre. Az 50-
es évektdl megindult az informatikai forradalom, ami még ma is tart. Mar ugy
hozzaszoktunk, hogy az lenne a furcsa, ha a szamitogépek nem lennének sokkal
gyorsabbak ¢és kisebbek évrdl évre. A 80-as évek végén pedig a vilaghalo kialakulasaval
a kommunikacids forradalom indult utjara. Mara az ezek segitségével kialakult joléti
tarsadalmakban egyre nagyobb sllya van az egészségligynek és a hozza kapcsolodd
iparagaknak, mint példaul a gydgyszeripar €s a biotechnologia. A szamitégépeken
létrehozott oriasi adatbazisok, a kutatocsoportok kozott felgyorsult kommunikacid
révén esély mutatkozik bonyolult bioldgiai folyamatok egy mélyebb szintli megértésére
¢és szabalyozasara. A molekuléris genetika rohamléptekkel halad eldre, annyira, hogy
mar erkoélesi és filozofiai hatarokat is megkozelitett, éppugy, mint a fizika a szdzad
elején. A biotechnologia termékeit: gyogyszereket, gyodgyaszati segédeszkozoket,
implantatumokat, analitikai modszereket stb. naponta hasznaljuk, ezért nem véletlen,
hogy az egyik legjobban finanszirozott kutatasi teriiletnek szamit. Az él6 szervezettel
valo érintkezés tjfajta kihivast jelent az anyagkutatasnak. A bioanyagok fogalom
magaban hordozza a biokompatibilis, azaz a szervezetbdl karos reakciot nem kivaltd
anyagokat éppugy, mint a bioszenzorokon hasznalt, a szervezet valamelyik részével
reagalé anyagokat. A bioanyagok ¢s az ¢l0 szervezet kdlcsonhatasakor a Iényeges
felismerési reakcio a hatarfeliileten zajlik le. Sokféle hasonlo reakciot figyelhetiink meg
az ¢l szervezetben. Hormonok keringenek a vérben és amikor elérkeznek a célsejtig,
adszorbealodnak a sejtmembranra €s esetleg keresztiil hatolnak rajta. Valami hasonlo
torténik a sejt belsejében. Fehérjék adszorbealodnak a lipid-membranokra vagy a DNS
fonalakra €s valtanak ki tovabbi reakciokat. Hagyomdnyosan a bioldgidban a kutatok
homogén oldatban vizsgaltak a reakciokat, az utobbi idében azonban Uj kisérleti
lehetOségek lehetdvé teszik szamunkra, hogy a reakciokat a hatarfeliileten vizsgaljuk
pontosabban és kényelmesebben, mint a homogén oldatban. Ezek a modszerek a fény
visszaverddésén alapulnak. Isaac Newton a XVII. szazad végzett kisérletei soran
felfedezte, hogy a teljes visszaverddés fazisvaltozasa az liveg/levegd hataranal 1évo
vékony réteg jelenlététdl fiigg [1]. Pontos visszaverddési méréseket csak az 1950-es

években hajtottak végre. Nagyjabol ugyanabban az idoben terjesztették ki a Fresnel-féle
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visszaverddési torvényeket olyan hatarfeliiletekre, ahol mas anyagbdl valo vékony réteg
van jelen. Ebben az idészakban fejlodtek ki kiilonféle mérési modszerek is, mint
példaul az ellipszometria és a feliileti plazmon rezonancia. A 70-es években jott 1étre az
integralt optika. Lassan indult utjara, de villamgyors fejlédés jellemzi; az egész vilagon
optikai hullamvezetoket alkalmaznak a telekommunikacié terén. A masik alkalmazasi
teriilete, amely még nem annyira fejlett mint a telekommunikacioé, azonban most egyre
inkdbb el6térbe keriil: a szenzoroké. A kiilonbség a telekommunikacios integralt
optikdval szemben az, hogy az optikai hullimvezetd a tavkozlés szolgalatdban
kornyezetétol elszigetelt, ezzel szemben a sik hullamvezetonek a szenzor-technologia
terén nagyon érzékenyen kell reagalnia kornyezete valtozasaira. Ez a feladat hatarozza
meg a szenzorok szamara alkalmazott hullamvezet6 felépitését is. Az integralt optikai
szenzor egy kényelmes megvalositasa a fényt optikai raccsal hullamvezetébe becsatolo
szenzor (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy). Néhany szaz nanométer
vastagsagu sik hullamvezetdben csak meghatarozott szamu diszkrét fénymoddus
lehetséges. Ezeknek a modusoknak energiaértékei (azaz a fazissebesség vagy az N
effektiv torésmutatd) diszkrét sorozatot alkotnak, amelyek mérésével informaciot
szerezhetlink a feliileten lezajlo reakciokrdl. Egy ilyen integralt optikai szenzornak, a
hozza tartoz6 mérémiiszernek és szoftvernek a fejlesztésében vettem részt a doktori
munkam elsé két évében a Mikrovakuum KFT-nél. Az itt végzett munkat, aminek
eredménye a vilagon egyediil nalunk gyartott szenzor lett, foglalja 0ssze az 1. fejezet. A
szenzor stabilitdsanak, érzékenységének vizsgalatakor deriilt ki, hogy altala lehetség
van 1) elven alapuld, nagyon pontos nyomas €s folyasi sebesség detektalasra. A
mechanizmus megértésével sikeriilt a mar megfigyelt, de eddig nem értett jelenségeket

is megmagyarazni. Errdl szol a 2. fejezet.

A legalapvetobb adszorpcids szenzor az, amelyik minden molekulat, vagy barmilyen
egyéb részecskét jelez, amely az oldatbdl (vagy a levegdbdl) a hatarfeliiletre érkezik és
ott is marad. Barmilyen bonyolult is az oldat Osszetétele, egy jo szenzorban a
hatarfelilletnek olyan tulajdonsagokkal kellene rendelkeznie, hogy a hatarfeliilethez
csak egy molekula-fajta ragadjon. Ez a szelektivitas kihivas a szenzor-feliileteket
tervez6 vegyészek szamara. Svajcban, a Ziirichi Miszaki Egyetem Feliilettechnologiai
Laboratériumaban végzett kutatasaink soran sikeriilt olyan feliileteket kifejleszteniink,
amelyek az eddigieknél jobban csokkentik a fehérjék adszorpcidjat (3. fejezet). Ezeknek

a modositasaval pedig elérhetd kozelségbe keriilt a remélt szelektivitas megvaldsitasa.
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Toxikologiai teszteket mar régota végeznek. Ez volt a feladata példaul az un.
étekfogoknak a kozépkorban, akik a nagyurak asztalanal megkostoltak az ételt, nehogy
megmérgezhessék Oket. Ma mar az allatkisérletek is a kozvélemény egyre erdsebb
ellendllasaba iitkdznek, ezért sziikség van Uj, in-vitro toxikoldgiai modszerekre,
amiknek segitségével ezeknek szdma minimalisra csokkenthetd. A sejtek és a feliilet
kolesonhatasait vizsgalva kifejlesztettiink egy toxikologiai szenzort, ahol az integralt
optika érzékenységét felhasznalva a sejtek alakvaltozasat kovetjik nyomon nagy

pontossaggal. (4. fejezet)

A szenzortechnologia fejlodésével egylitt jar a miniatiirizalds. A modern analitikai
miszerekben ma mar 10%X20 cm-en 5-10000 szenzort kellene elhelyezni. Ez csak ugy
lehetséges, ha a feliileteket mikrométer skaldji struktiraval latjuk el. Erre egy
igéretesnek latszo modszer a mikrokontakt nyomtatds (microcontact printing), illetve a
mikrocsatorna halézatok (microfluidic networks) alkalmazasa. Errdl szol a dolgozat 5.

fejezete.

A bioanyagkutatas sokoldalusaga, az ismeretek szertedgazdsaga miatt ezen a teriileten
eredmények elérésére csak tobb kutatd és tobbfajta tudomanyag Osszefogasaval van
lehetéség. Az itt bemutatott eredmények eléréséhez is kellettek azok a fizikus, vegyész,
mérndk, anyagkutatd és biologus kollégak, akikkel a négy év soran egyiitt dolgoztam.
Amennyire lehetett igyekeztem hivatkozni rajuk és az altaluk elvégzett munkara a

dolgozat megirasakor.
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1 INTEGRALT OPTIKAI HULLAMVEZETO SZENZOROK

Ebben a fejezetben egy rovid attekintést szeretnék nytijtani a dolgozat tobbi részében
hasznalt integralt optikai szenzor (OWLS) mikodési elvérdl, illetve eloallitasanak
modjarol. Ez a technika a 80-as évek végén alakult ki a tobbi teljes visszaverddésen
alapulo feliileti adszorpcidé mérési eljarashoz (feliileti plazmon rezonancia (SPR), teljes
bels6 reflexié (TIR) ) hasonléan. Az OWLS esetében a szenzor két f6 részbdl all: egy
iiveghordozora felvitt vékony, nagy torésmutatoju hullamvezetd rétegbdl, és az ezen
1€v6 optikai racsbol, aminek segitségével lehet a hullamvezeté modusait gerjeszteni. A
gerjesztés He-Ne lézer segitségével torténik, és csak két jol meghatarozott beesési szog
esetén jon létre. Ez a két beesési sz0g megvaltozik, ha a feliileten vagy annak kdzelében
barmilyen torésmutat6 valtozas torténik. Ezt kihasznalva, egy méromiiszer segitségével
a beesési szogek folyamatos nyomon kdvetésével kvantitativ informaciot nyerhetiink a
feliileten lezajlé adszorpcids folyamatokrol. A technika érzékenysége lehetové teszi
példaul a fehérjék adszorpciojanak vizsgalatat 1 ng/cm® (kb. egy szdzad monoréteg

fehérje) pontossaggal.

1.1  Elméleti hattér

1.1.1  Elektromagneses hullam terjedése hullamvezetdben

Két dielektrikum ( legyenek F és J, torésmutatojuk np és n, ) hatarfeliiletére G- szogben
beesd fénysugar megtorik, és a jol ismert Snellius-Descartes torvénynek megfeleléen

6 szogben halad tovabb (1).

n,sin®@, =n,sinG, @

Ha ng > ny, akkor arcsin(ny /np) < G < 772 beesési szog esetén teljes visszaverddés
torténik a hatarfeliileten. Mar Newton feltételezte, hogy a fény visszaverddéskor behatol
a ritkdbb kozegbe, mieldtt "visszafordulna". Ha az F kdzeg egy vékony, nagy
torésmutatoju dielektrikum, akkor benne a teljes visszaverddések sorozatabol iranyitott
fényterjedés, azaz hullamvezetés johet létre. Ilyenkor a fény a hullimvezetdben terjed,
de kozben minden egyes visszaverOdéskor "bele-belekostol" a hullimvezetovel

érintkez0 kdzegbe az 1. abran lathaté modon.
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1. abra: A hullimvezet6 sugaroptikai szemléltetése. Az egyes rétegek: S tiveghordozé
(torésmutatdja n.~1.52) , F hullimvezet6 filmréteg (torésmutatéja np~1.78,
vastagsaga d.~200nm), A az adszorbealédott anyag (vastagsaga altaldban O-
20nm), C a fed6 réteg. (Az abra jobb oldalan az elektromagneses tér
intenzitas eloszlasa van szemléltetve 0-ad rendd médus estén.)

X

A teljes visszaverddéshez sziikséges szogben haladd fény eldallitasara tobbféle
megoldas 1étezik, az 1. dbra az optikai raccsal torténd becsatolast mutatja, amikor a
feliileten 1évo optikai racs altal diffraktalt fény indul el a hullamvezetoben. A sorozatos
visszaverddéskor a fény Onmagaval interferdl. Csak abban az esetben torténik
hulldmvezetés, amikor a becsatolt fény 6nmagaval fazisban van, azaz egy ,,cikk-cakk*
soran 27in (m=0, 1, ...) fazistolast szenved. A nyillal jelzett x irdnyban a fény terjedését a
hullamszamvektor k, » komponense szabja meg, aminek segitségével bevezethetjiik a
hullamvezetdre jellemzo N effektiv torésmutatd mennyiséget (2).

2N

k, . .
N:’T’F:npsmﬁ (:nos1na+x )

Ahol A a lézer hullamhossza, k=277A1 a vakuumbeli hullamszam. (np a levegd

torésmutatoja, / a diffrakcio rendje, A pedig a racsallando.)

Abban az esetben, amikor a torésmutatd csak a z iranyban valtozik és nincs
adszorbealodott anyag a felilleten a Maxwell egyenleteket megoldva kiszamolhatjuk a
fazistolast a transzverz elektromos (TE) és a transzverz magneses (TM) hullamokra. Igy

kapjuk meg a harom rétegii hullamvezeto egyenleteit (3).
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2p 2 2 2p 2 2
n N*=n n N*=n

d kn; —N? —arctan (—FJ Y |-arctan E—Fj S |=m ()
ne n; -N? ng \Jn; =N’

A transzverz elektromos polarizadciéra p=0 , a transzverz magnesesre pedig p=1
vonatkozik. A (3) egyenlet egy feltétel a hullamvezetésre, az N effektiv torésmutatora.
N-en keresztiil azt mutatja meg, hogy milyen & szogben kell elinditani a fényt a
hulldmvezetoben ahhoz, hogy az médusként terjedjen. A (2) egyenlet zardjelben 1évo
része pedig Osszefiiggést teremt a € és az optikai racsra torténé a beesési szog

kozott.[2]

1.1.2 Hulldamvezetd midusok

Az effektiv torésmutatd (2) definicidja alapjan csak az alkalmazott fény A
hulldmhosszatol, @ terjedési iranyatdl ¢és a hullamvezetd np torésmutatojatol fiigg. Az
el6zoekben lattuk, hogy a fény csak az effektiv torésmutatora kapott (3) feltétel
teljesiilése  esetén terjed a hullimvezetOben. Ennek segitségével, adott
hullimhosszusaga 1ézert hasznalva, az a (és ezen keresztil a @) sz0g mérésével
informaciot kapunk a hullamvezetd és kornyezetének torésmutatd viszonyairol. Azt
mar az elézéekben lattuk, hogy ahhoz, hogy a hullamvezetés 1étrej6jjon az kell, hogy
két visszaverddés utan a fény onmagaval fazisban maradjon, azaz a faziseltolodasra

teljesiilnie kell a kdvetkezo feltételnek (4):

2 knk - N> +®,  +®, . =270 @)

Itt ®d-k az egyes hatarfeliileteken (lasd 1. abra) torténd fazisugrast, m pedig a modus
szamat jeloli. Vékony (d4 << A) adszorbealddott réteg esetén a Fresnel-féle reflexios
koefficiensek felhasznalasaval a (4) feltétel a kovetkezd alakra hozhatd, amit a négy

rétegli hullimvezetd linearizalt médusegyenletének hivunk:
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N
nA
n2 —n? 2 2
SNIGRIN ®
nec np
- arctan ("J ANT e | ("J YN -ny
ne Jn; - N? ng ny -N?
(TE hullamokra 0=0, a TM hullamokra o=1.)

Az egyenletben szerepld np , nc, ns torésmutatok és a hullamvezetd dp vastagsaga
ismert (azaz mérhetd) mennyiségek, N az effektiv torésmutatd, na és da pedig a
hullamvezetére adszorbeadlddott réteg torésmutatdja  illetve vastagsdga, amikre
kivancsiak vagyunk. A jeldlések megértését megkonnyiti az 1. dbra. Ha két kiilonb6zo
modusra megmérjiik az N effektiv torésmutatot, akkor az igy kapott két egyenletbol na
és da kiszamithat6. Ennek a két paraméternek a segitségével a Feijter képlet [3]
felhasznalasaval pedig kiszamithatjuk az egységnyi feliiletre adszorbealodott tomeget:
nec

MszL

6
dn/dc ©)

Itt dn/dc a felilletre adszorbealddott anyag torésmutatdjanak koncentraciotol valo
fliggésére jellemzo ¢és fliggetlen precizios torésmutatd modszerrel (altalaban
interferométerrel) mérhetd. Ertéke a pedig fehérjék tobbségére univerzalis és
gyakorlatilag allando: 0,182 cm3/g. Ennek a jelentdsége az, hogy kalibracio nélkiil

tudunk mas mérésekkel dsszevethetd mennyiséget mérni.

1.2 Az Integralt Optikai HullamvezetSk Készitése
A hulldmvezetd réteg olyan specialis livegréteg, ami homogén anyagu, térésmutatdja
(n=1.6-2.2) nagyobb mint a kozonséges iivegé (1.45-1.51), rétegvastagsaga kis

ingadozast (5-10%) mutat az érzékeld hossza mentén.

1.2.1 Az jiveghordozd sajitsdgai
Az tivegréteg hordozojaként iiveglemezt alkalmaznak. Ez altaldban borszilikat iiveg,
amelynek magas a BaO és Al,Oj; tartalma, alkalimentes, szintetizalt anyag. Ilyen célra

alkalmas a DESAG cég AF45-6s, vagy a CORNING cég 7059-es iiveglemeze. Ezek



1. Integralt optikai hullimvezetd szenzorok 11

feliileti érdessége 0.1-0.3 nm,  hoallosaguk kitind ¢és alacsony a hotagulasi

egyiitthatojuk.

1.2.2 A bulldmyezetd iivegréteg kialakitisa

Az livegréteg 6 alkotoeleme a SiO,. A torésmutatd n=1.6-2.2 értékének kialakitasdhoz
viszont a SiO; alacsony n=1.45 térésmutatd értékét meg kell novelni. Erre a célra a
TiO, hozzakeverése igen alkalmas. Az iiveghordozon a kivalasztott SiO,-TiO;
aranyu, nagy torésmutatoju réteg eldallitdsa torténhet vakuumtechnikai modszerekkel,
mint parologtatas, de leginkdbb porlasztas utjan, vagy szol-gél oldatbdl centrifugalassal,

és a sz0l-gél oldatba martott hordoz6 lassu kihuzasaval.
Vakuumtechnikai modszerek

Mind a SiO,, mind a TiO, olvadaspontja meghaladja az 1000°C-t. Vakuumban torténd
elparologtatasa, elporlasztasa nem tartozik az egyszeri feladatok k6z¢, s reprodukalhatod

eléallitasa draga berendezéseket igényel.
» Elektronsugaras parologtatas

Alacsony nyomasnal, koriilbeliil 6.6:10” Pa (5-10'7 torr) értéknél a SiO; és a TiO,
forras megolvasztasara az elektronsugaras technika célszeri. Mintegy 10kV-al
gyorsitott elektronok {itkdznek a forrds feliiletébe, s parologtatjak el az anyagot,
ami az lvegszubsztraton csapodik le, s alakitja ki a hullamvezetésre alkalmas
réteget. A TiO; és a SiO, sziikséges aranyanak bedllitasa torténhet egyfeldl ezek
adott keverékének, mint forrasnak az alkalmazasaval, masfeldl tiszta anyag

forrasokat alkalmazva, s ezek elparologtatasi aranyait biztositva.
»  Vakuumporlasztas

A vakuumporlasztds soran nem sziikséges a SiO, és a TiO, megolvasztasa.
Egyendramu, de adott esetben radiofrekvencias térrel felgyorsitott ionok, tobbnyire
Ar’ ionok bombézzak a Si és Ti, vagy SiO, és TiO, target feliiletét, ahol az anyag
illékonnya valva csapddik le a szubsztrat feliilletén. A porlasztas néhany torr Ar
nyomasnal és kisebb energiafelhasznalassal végezhetd el, mint az elektronsugaras

parologtatas.
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Mind a két vakuumtechnikai modszer esetén az érzékeld aktiv részét, a lézer
becsatolasara szolgald optikai racsot, fotolitografiai és kémiai maratassal, vagy
holografikus képalkotas és ion (plazma) maras segitségével kell kialakitani a SiO,-

TiO; réteg levalasztasa el6tt.
Sz6l-gél technika

A kolloid kémiabol ismeretes a "szol" elnevezés, ami kolloid méreti részecskék
folyadékban torténd diszpergalasat jelenti. A kolloid méreti anyagok az 1-100 nm-es
tartomanyba es6 szilard részecskék, amelyek mindegyike 10° - 10° atomot tartalmaz.
Amikor a szol viszkozitasa jelent6sen novekedni kezd, ez a gyakorlatban, vagy a
folyadékfazis részleges elveszitése folytan, és/vagy a szilard kolloid részecskék
polimerizacidja miatt kovetkezik be. Porozus, szilard-szerli, képlékeny anyag
keletkezik, amit "gél"-nek neveziink. Az 1980-as években "ujra felfedezték" a szol-gél
folyamatokat. gy magas hémérsékletii, rosszul keverheté iivegolvasztasok helyébe
Iépett a sokoldaltian felhasznalhat6 szo6l-gél technologia. Az alacsony homérséklet és a
kiilonféle sooldatok alkalmazasa mellett lehetdség van sok komponensii, atomi
méretekben homogenizalt iivegrendszerek, vékony rétegek kialakitasara. Egyszeri
madszerrel a Si-alkoxid és a Ti-alkoxid oldatok az adott torésmutatd biztositasdhoz
sziikséges aranyainak Osszekeverése utjan atomi méretekben homogenizalt Si-Ti szol-
gél kolloid oldatokat nyerhetiink. Az tiveghordozo6 feliiletén kialakitott réteg szaritasa és

hoékezelése utan a rétegben az eldre tervezett Si0O,-TiO, arany alakul ki. [4]
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2. abra: A Mikrovakuum KFT-nél gyartott szenzor fellletén 1év6 optikai
racsrél AFM -el készitett kép

Ebben az esetben a racs kialakitdsa a képlékeny, frissen képzodott szol-gél rétegben
"formézassal", azaz a mestermaszkba vald nyomatassal torténik [5]. Az ezt kovetd
hokezelések véglegesitik a borddzatot, amelynek mélysége 5-20nm, szélessége 2mm.
Azért, hogy a-ra kényelmesen mérheté értékeket kapjanak altaldban kétféle
racsslrliséget alkalmaznak az ilyen szenzorokat hasznald Artifitial Sensing Instruments
(ASI) altal forgalmazott BIOS-1 berendezésekben: 2400 vonal/mm ¢és 1200 vonal/mm
(2. abra).

= Hullamvezeto réteg kialakitasa centrifugalassal

Nagy fordulatszama (1000-10000 fordulat/perc) €s gyorsan (a masodperc tort része
alatt) felporgd centrifugat alkalmazva lehetéség van a vakuummal, vagy mechanikailag
rogzitett liveglapon homogén Ti-Si tartalmu, egyenletes vastagsagi szol-gél réteg
kialakitasara. A hordoz¢ feliilletén 1évé mechanikai szennyezOk inhomogenitasokat
eredményeznek, ezért mind a felhasznalt sz6l-gél oldatokat, mind az iiveghordozot
nagymértékben meg kell tisztitani. Természetesen a munkavégzés kornyezetének, a

levegdnek is megfelelden por €s szennyezés mentesnek kell lennie.
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* A hullamvezeto réteg kialakitasa oldatbol torténd "kihuzasi" technikaval

Cs

3. abra: Sematikus 4bra a réteg oldatbol

leeresztéssel torténd eldallitasara. Cs: az

oldat leeresztéséhez hasznalt csapot jel6li

A réteg kialakitdsa nagyon egyszerl
késziiléket igényel, amint azt a 3. abra
sematikus rajza is mutatja. A réteg
kialakitasa torténhet akar az liveglemez
lassa  (kb. 1.5 mm/s) egyenletes
sebességli kihuzasaval, akar a szol-gél
oldat turbulencia mentes leeresztésével
a "Cs" csapon keresztiil, a szubsztrat
fix rogzitése mellett. A korabban
emlitett rétegkészitési  eljarasokkal
szemben ezzel a moddszerrel az
iiveglemez mindkét oldalan kialakul a

hullamvezeto iivegréteg [1].
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2 NYOMAS ES ARAMLASI SEBESSEG MERESE

2.1  Eszlelt jelenségek

2.1.1  Folydsi sebesség

A BIOS-1 felhasznal6i korében ismert jelenség volt, hogy a kiivettaban folyasi sebesség
megvaltoztatdsa a mért effektiv torésmutatdban valtozast okoz. Az injekcidval torténd

folyadékcsere soran példaul a 4. abran lathat6 kis csucsok jelennek meg.

1,59114 - ; - 1,55766
1,59113 - - 1,55765
1,59112 1
F1,55764 =
3 S
_|
1,59111 1 =
- 1,55763
1,59110 - |
- 1,55762
1,59109
F1,55761
1,59108 1
1,59107 - - 1,55760
1,59106 T T T T T T T T T 1,55759
240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290

idd [perc]

4. abra: Injekcidval torténé folyadékesere hatasara lecsengd csicsok jelennek
meg a mérési gorbén

A jelenség részletes leirasa €s az alabbi kisérletek megtaldlhatok Dr. Csucs Gabor
doktori disszertaciojaban [6]. Mivel a folyasi sebesség valtoztatasa befolyasolja a
mérést, ezért fontos a  mechanizmus megértése, €s az ebbdl adodd hibak
nagysagrendjének megallapitasa. Majdnem minden kisérlet soran ugyanis el6fordul,
hogy a folyadék aramlasi sebességét valtoztatni kell, esetleg meg is kell az aramlast
allitani. Az effektus részletes vizsgalata soran Dr. Cstcs egy kisérletsorozatot hajtott
végre, ahol desztillalt vizet pumpalt egy megtisztitott csipre rogzitett kiivettan keresztiil
kiilonb6z6, 30 pl/perc és 480 pl/perc kozotti folyasi sebességgel. Egy ilyen kisérletet

mutat be a 5. abra.
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5. abra: A folyasi sebesség valtozas hatasa a mért effektiv torésmutatora. Az
S nyilak a folyadék megallitasat, az F1-F5 nyilak pedig 30,60, 120,
240 illetve 480 Hl/perc folyasi sebességre kapcsolast jelzik.

Ebben az esetben egy ASI 2400 -as csipet és a laminaris aramlast biztositd hosszikas
kiivettat hasznalt. Jol lathat6 hogy a folyasi sebesség novelésével szisztematikusan
novekszik a mért effektiv torésmutatd. Az eredmények Osszegzését a 2.1 tablazat

tartalmazza.

2.1 tablazat: A téblazat az N, és az N, valtozasat mutatja 10° egységekben.

Effektiv torésmutato valtozas kiilonb6zo folyasi sebességekre

csip/kiivetta | 30 pl/perc | 60 pl/perc | 120 pl/perc | 240 pl/perc | 480 ul/perc

TE ™ TE ™ TE ™ TE ™ TE ™

1400/lamindris | - - - - - - - 6 - 11

2400/laminaris | - - 3 - 14 11 31 26 | 48 | 41
2400/kerek - - - - - - 5 3 9 8
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Latszik, hogy az alacsony folyasi sebességek nem befolyasoljak a mérést illetve, hogy a
kiilonbozé anyagbol késziilt csipek, illetve a kiilonb6zo geometriaju kiivettak masként
viselkednek. Az effektus a puffer valasztdsdra nem érzékeny, mert desztillalt viz
helyett HEPES Z1 (10 mM HEPES, 8 M NaOH —val pH 7.4 —re titralva) puffer

hasznalata ugyanarra az eredményre vezetett.

2.1.2  Deformdcio

Ebben a részben a Dr. Cstcs Géabor altal elvégzett szisztematikus mérés sorozat adataira
fogok tamaszkodni. O is BIOS-1 késziilékkel dolgozott, és azt vette észre, hogy a
kiivetta rogzitésének modjatol fiiggden ugrasok jelennek meg az effektiv torésmutatd
gorbéken. Mivel gyakran el6fordulnak olyan alkalmazasok ahol el0szor nagy
pontossaggal meg kell hatarozni a hullamvezetd szenzor optikai paramétereit, majd ki
kell venni a miiszerbdl, kémiai vagy egyéb modositasok utan (pl. Langmuir-Blodgett
film készités) pedig visszatéve Ujra kell mérni, hogy a valtozast vizsgalni lehessen. A
nagy pontossagu mérésbol eredd rendkiviili érzékenység ugyanis elveszhet, ha nem
tudjuk kikiiszobolni a ki- illetve berakaskor keletkezd eltéréseket. A mérés a
hulldmvezetd rétegben torténd valtozasokra a legérzékenyebb, és a kapott adatok
mindig a 1ézer altal megvilagitott 1 mm? rész atlagabol adodnak. Ezért is fontos, hogy a
miszerbe a hullimvezet6 helye precizen meg van szabva, de tizedmilliméternyi
elmozdulasok azért eléfordulhatnak. Mivel, mint késobb latni fogjuk (33. abra), a
hullamvezetd réteg a milliméteres skalan nem tokéletesen egyenletes (ng és dr
valtozhatnak), ezek az apr6é elmozdulasok is okozhatnak szamottevé hibat. A
szisztematikus mérés soran az is kideriilt, hogy nem csak a kivétel és berakas
okozhatnak eltérést, hanem a rogzitGcsavar megszoritasanak mértéke is befolyasolja a

mérést (6. bra.).

A mérés ASI 1400-as, 16x48 mm-es csippel készilt desztillalt vizben,
szobahdmérsékleten. Az A jelii nyilak a csip kivételének €s nitrogénnal torténd
megszaritasa utdni visszatételének idOpontjait jelzik. A B-vel jelolt nyilak pedig a
csavar megszoritasanak, mig a C-vel jeldltek a csavar meglazitasanak idejét mutatjak.
A kivétel és berakas véletlenszerii ugrasokat okoz, aminek nagysagrendje 20-10°.
Ugyanakkor a rogzitcsavar megszoritasa szisztematikusan noveli, lazitdsa pedig

csOkkenti a mért effektiv torésmutatot.
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6. abra: Mechanikai zavarok hatasa az effekt{v térésmutatéra Nyilak: A a csip
ki- és betétele, B a kiivetta rdgzitécsavarjanak megszoritasa, C a
rogzitéesavar meglazitasa.

Az eltérés a csavar laza és a szoros allapota kozott akar 250- 10 is Iehet. Ez a valtozas
pedig egy nagysagrendbe esik egy fehérje monoréteg altal okozott valtozassal, ezért
fontos, hogy a csavar szorossagat reprodukalhatéoan lehessen allitani. A nagy
pontossagot igénylo kisérleteket pedig lehetdleg ugy kell tervezni, hogy ne kelljen

mérés kdzben a csipet mozditani.

2.1.3  Nyowis

Gyakran az OWLS mérések soran a folyadékok cseréjét fecskendovel végezziik. Mivel
ilyenkor a folyasi sebességek igen nagyok (300ml/h), ezért a mérési gorbéken itt is
mindig csucsokat kapunk. Az egyik ilyen méréskor véletleniil forditva (az érzékeny
oldallal lefel¢) helyeztik a miiszerbe a hullamvezet6t. Természetesen a vart
adszorpcios gorbét nem kaptunk, viszont folyadékcserekor jelentkeztek a cstucsok, csak
az ellenkez0 iranyban. A jelenség vizsgalatira a 7. abran lathatd egyszerli

Osszeallitassal méréseket végeztiink.
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7. abra: Mérési Osszedllitdis a nyomas-
valtozas hatasainak vizsgalatira

A zart folyadékrendszerben a
nyomast  dugatty  helyzetének
megvaltoztatasaval tudtuk
valtoztatni, az értékeket pedig a
pV=allando 0Osszefiiggés alapjan a
dugattyuban 1€vo levegd
térfogatabol  szamoltuk. Mivel a
mérések soran nagy tisztasagl
desztillalt vizet hasznaltunk, ezért a
lathatd ugrasok csak mechanikai
hatasoknak tudhatok be (8. abra). Itt
még érdemes megjegyezniink, hogy
ha a szenzorokat érzékeny résziikkel

lefelé helyeztiik a muszerbe, akkor a

8. abran lathato ugrasok az ellenkezd iranyban torténtek.
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8. abra: Nyomasvaltozas hatisa a mért effektiv térésmutatdkra
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2.2  Elméleti magyarazat
Az elméleti magyarazathoz a kulcsot Dr. Szendrd Istvannak (Mikrovakuum KFT) az
otlete adta. O javasolta, hogy vizsgaljuk meg, hogy a hullimvezetd esetleges

meghajlasabol kdvetkezo racsperiodus valtozas okozhat-e ilyen effektusokat.

2.2.1  Lebajldsi modell

L,
L,

d/2

R-X
R b ’

9. abra: A szenzor nyomasvaltozas hatasara torténé alakvaltozasa

A szenzor kismértékii (¢ <<1) meghajlasakor a 9. abran lathato jeloléseket hasznalva a
szenzor felilletének a kozepéhez képesti relativ megnyulasara a kdvetkezd egyenlet
teljestil:

R+d/2 _ d

1+— 7
R 2R @

L
LO

Itt 2Ly a szenzor hossza, L; jeloli a megnyult réteg hosszat, d a szenzor vastagsagat, R

pedig az érintd kor sugarat. Tudjuk tovabbra még, hogy:

% :ﬂ , illetve, hogy % =cos@ . Ezekbol (8) felhasznalasaval, kis szogekre
m

(kismértékii x lehajlasra) a relativ megnytlasra kapjuk:

d
-
4L,

L
“L= 8
I, ®
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A (6) egyenletbe behelyettesitve, €s a jol ismert lehajlasi képletet felhasznalva a mért
effektiv torésmutatdo valtozas kismértékli deformacié (x/Ly<<1) hatasara torténod
megvaltozasara a kdvetkezo Osszefiiggés adodik:

A d A 1 L 4 A

A4 AL ="p 9
A, Be A dmEadr TN, )

Itt £ a Young modulus, a=12mm a szenzorcsip szélessége, A=12mm” a nyomott feliilet
nagysaga, p pedig a nyomas (Ly=4mm, A4=632.816nm, A\¢=416nm, ¢=0.5mm). A mért
effektiv torésmutatd valtozasokat a nyomas fiiggvényében abrazolva (10. abra) jol

latszik a (9) szerinti lineéris fliggés.

AN,,=-3.55*10"bar**p+0.05*10"
AN, =-4.1*10"*bar*p-0.12*10*

A

=3

o
{ A ANTE
z il 15 |.an,,

P

nyomas [bar]

10. abra: A mért effektiv térésmutaté nyomastdl vald fuggése linearis

A 2.1.1 részben ismertetett folyasi sebességtol valo fliggés és a lehajlasi modell kozott a

kapcsolatot a Bernoulli torvény adja:

p+%pﬂ=wL (10)

Ugyanigy a 2.1.2 részben latott rdgzitdcsavar megszoritas illetve lazitds mérésre vald
hatdsa is érthetévé valt, hiszen az aladtdmasztdsi ponttdl fliggben a csavar

megszoritasakor a szenzor szintén gorbiil.
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2.2.2  Erzékenység szimolisok

A 10. abra szerint 1 bar nyomasvaltozas ~4-10™ effektiv torésmutatd valtozasnak felel
meg. Ez a miszer érzékenységének 2-400 szorosa, igy valtoztatas nélkiil lehetséges
<Smbar pontossaggal 0-4 bar kozotti méréseket végezni. A (9) Osszefiiggésben
szerepld konstansok kis mértékii megvaltoztatdsaval azonban kdnnyen elérhet6 lehet az
akar 0,05mbar pontossag, hiszen L,=10Ly, a'=0.5a, d’=0.5d valasztassal D'=80D

adodik aranyossagi tényezonek, azaz 80 szoros pontossag érhetd el.

Természetesen a méréshatar szamolasakor feltételeztiik, hogy a mérésre hatd egyéb
paraméterek (hémérséklet, paratartalom, felszini réteglerakodas stb.) nem valtoznak. A
hémérséklet kivételével ezeknek a hatasoknak a kikiiszobolésére a legjobb modszer a

szenzor feliiletének 200 nm-nél vastagabb, atlatszo védoréteggel torténd bevonasa.

2.2.3 A fejezet dsszefoglaldsa

Ebben a fejezetben egy szép példat lathattunk arra, hogy néha a kisérletezés kdzben
tapasztalt ,.kis” zavar6 jelenségek megértése Uj alkalmazasok felfedezéséhez vezethet.
Az észlelt jelenségek: a mérési adatok folyasi sebességtdl, csavar szorossagtol vald
fliggésének szisztematikus kimérése utdn tUjfajta mérési Osszeallitds tervezésével
lehetdség volt a jelenségek nyomasfiiggésre vald visszavezetésére. A mechanizmus
megértését segitette a lehajlasi modell elkészitése, aminek segitségével a technika
nyomasdetektaldsra vald alkalmazhatosdga is kideriilt. Mivel ez nem a szokdsos
elektronikus uton torténd nyomasmérés, ezért egy svajci nyomasdetektorokat gyartd

cég (Tecan AG) érdeklddik az esetleges szabadalmaztatasi lehet6ségek irant.
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3 FEHERJE REZISZTENS FELULETEK

A modern orvostudomany fejlodésével lehetdség nyilt arra, hogy az emberi testbe
kiilonbozd funkcidval bird szerkezeteket iiltessiink be. Ezek természetesen érintkeznek
a szovetekkel, igy a vérrel is. Fontos tehat, hogy az emberi szervezet hogyan valaszol az
idegen anyag jelenlétére. A modern biokompatibilis anyagoktol azt varjak el, hogy
célspecifikus  fehérjemegkoté tulajdonsaguk r1évén a szervezetet a kivant
valaszreakciora késztessék. Ilyenek példaul a csontképzddést eldsegitd kalcium

tartalmu polimerek.

Ebben a fejezetben a biokompatibilis anyagok egy olyan csoportjaval foglalkozunk,
amelyeknél fontos szerepe van a fehérjerezisztens tulajdonsaguknak. Az idegen
anyagok szervezetbe keriilésekor bizonyos fehérjék adszorpcidja az elsd 1épés a nem
kivant kilokddési reakcid kivaltdsahoz. Egy masik fontos probléma: a trombdzis
kialakulasanak veszélye jelentkezik a véraramba keriil6 szerkezetek, pl. érprotézisek
hasznélatanal. Ezek falara kotodé aktivalo fehérjék hatdsara a vérlemezkék és
vorosvérsejtek vérrogot alakithatnak ki, ami levalva a sziikebb keresztmetszeti erekben
elzarodast, trombodzist okozhat. Elengedhetetlen tehat olyan mesterséges anyagok
hasznélata, amelyek megakadalyozzdk a trombozis kialakulasat eldidézd aktivalo

fehérjék kotddését.

A bioszenzorok vilagaban is fontos probléma a nem specifikus fehérjeadszorpcio. A
szervezetbdl szarmazd mintdk (pl. vér) Osszetettsége miatt igen nehéz megbizhato,
specifikus méréseket végezni. Altalanosan hasznalt stratégia, hogy fehérjerezisztens
anyagokbol kiindulva, azok modositasaval — kotocsoportokkal valo ellatdsaval — érjiik

el a kivant specificitast.

A probléma megoldasara tobbféle modszer 1étezik. A feliileteket indirekt modon
fehérjerezisztenssé lehet tenni kis méretii irreverzibilisen kotodo fehérjékkel (altalaban
albuminnal) torténd bevondssal. Egy masik megoldas a bioldgiai membranokhoz
hasonld anyagok eldallitasa. Erre lathatunk egy példat a fejezet els6 részében. A
polietilénoxid vizhez hasonld tulajdonsagait kihasznalva szintén nagyon jo
fehérjerezisztens feliiletek készithetok. Egy ilyen anyagrol, a polilizin-g-

polietilénoxidrol szol a fejezet masodik fele.
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3.1 Foszforilkolin-poliuretan (PCPUR)

A bioanyagokhoz sorolt anyagok kozott egyre novekvo szerepet kapnak a természetes
és a szintetikus polimerek. Ez utdbbi osztilyba tartozé anyagok nagy eldénye a
sokféleségiik. Fizikai, kémiai ¢és mechanikai tulajdonsagaik széles skalan
valtoztathatok, és konnyen lehet formazni illetve bevonatként alkalmazni Oket. Az
egyetlen ok, ami megneheziti széles kori orvosi alkalmazasukat, hogy gyakran nem
elég biokompatibilisek, példaul trombogenezist vagy kilokodési reakciokat valthatnak
ki. Az ilyen reakciok oka az in vivo alkalmazasok soran pedig altalaban a feliilet és a
fehérjék kontrollalatlan kolcsonhatasaban keresendd. Ezért fontos az olyan
biokompatibilis szintetikus polimerek eldallitisa, amelyek feliiletén a fehérjékkel
illetve ezaltal a sejtekkel valdo kolcsonhatast szabalyozni tudjuk. Ennek egyik
lehetséges modja az olyan polimerekbdl vald kiindulds, amelyek minimalisra
csokkentik, vagy meggatoljak a feliileti fehérje adszorpciot (pl. PHEMA, PVA,
PEO)[7,8,9,10,11]. A kovetkezd [épésként pedig ezeknek a megvaltoztatasaval
specidlis tulajdonsagokkal lehet a feliileteket ellatni. Ezt a stratégiat kovetve eldszor
olyan polimert terveztiink, ami a foszfolipidek polaros részét, foszforilkolint (PC)
tartalmaz, és ezaltal szerkezetében hasonlit az eritrocitdk kiills6 membranjahoz.
Chapman ¢és Nakabayashi kisérletei kimutattdk, hogy a PC csoportok kopolimeriza-
cidjaval késziilt anyagok nagy mértékben csokkentik a vérben megtalalhatd fehérjék
(albumin, y-globulin, fibrinogén, fibronektin, von Willebrand faktor stb.) feliileti
adszorpcigjat [12,13,14,15,16,17]. Ennek magyarazatit 6k abban lattdk, hogy
hipotézisiikk szerint a polaros PC csoporthoz kapcsolodo lipidmolekuldk egy
sejtmembranhoz hasonlo réteget képeznek a polimer feliiletén. A lipidek ugyanis kis
méretiikbol adodoan elonyt élveznek a kompetitiv adszorpcid soran, igy kotodésiik
megakadalyozhatja a késébb érkez fehérjék adszorpciojat. A PC koncentracid
fokozéasaval tovabb csokkenthetd a fibrinogén és egyéb koagulacio faktorok feliileti
vezet [18,19,20]. A polimer alapjaul szolgdldé poliuretan-kémia elénye, hogy
hemokompatibilis, és konnyen kezelhetd, ezért is alkalmazzak az orvostudomanyban
széles korben érprotézisek, mesterséges szervek és egyéb vérarammal kapcsolatba
keriild eszkozok készitésére. Az elsé PC csoportokat tartalmazo poliuretan polimereket
Chapman fejlesztette ki kollégaival [21], és a kdzelmultban Cooper és kutatocsoportja
kimutattak, hogy az ilyen feliileteken csokkent a baktérium adhézidé mértéke. Vegyész

kollégam, Dr. Laurence Ruiz ezekre a kisérletekre alapozva kifejlesztett egy uj
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foszforilkolin tartalmu poliuretdin vegyiiletet, aminek vékony bevonatként vald
alkalmazasaval a hordozo feliiletére nem kotddnek a fehérjék, €s igy a sejtek sem. A
fehérjeadszorpcid mértékének megallapitasahoz integralt  optikai hulldmvezetot

hasznaltunk, a sejtek kotodését pedig neuron sejtkulturaban vizsgaltuk.

3.1.1  PCPUR vékonyréteg elddllitisa

A PCPUR polimereket négyféle monomerbdl szintetizaltuk oldatban torténd
polimerizacioval. A glicerofoszforilkolin (GPC), 1,2-butandiol, glicerol és hexametilén
diizocianat (HDI) monomerekbdl képzO6dd polimer vizben nem oldodik, koénnyen
alakithat6 ¢és foszforilkolin (PC) csoportokat tartalmaz. A PC tartalom, ami a GPC
monomerbdl jon azért fontos, mert csokkenti a feliilet fehérjemegkotd képességét. A
HDI monomer a szénhidrat részeket biztositja, ami altal a polimer vizben nem lesz
oldhato6. A butandiol és a glicerol pedig a GPC oldatba viteléhez fontos, illetve szerepiik
van a polimer méretének novelésében is. A kezdeti glicero-foszforilkolin koncentracié
valtoztatasaval kétféle foszforilkolin tartalmu polimert allitottunk el [23]. Ezeknek a

készitéséhez hasznalt monomerek mennyiségét foglalja 6ssze a 3.1. tablazat.

3.1. tablazat: A PCPUR189 és a PCPUR167 polimerek készitéséhez hasznalt
monomerek mennyisége, a végsé PC koncentricié (a foszfortartalombdl
szamolva) és az atlagos molekula tdmeg (fényszérasos kisérletbdl).

Monomer PCPURI18&9 PCPUR167

GPC 5.4 mol% 6.8 mol%

1,2-Butandiol 42.8 mol% 40.5 mol%

Glicerol 2.1 mol% 1.5 mol%

HDI 50.3 mol% 50.5 mol%

Végso PC konc. 3.4 mol% 4.3 mol%

Molekula témeg | 500000 g/mol | 70000 g/mol
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A feliiletanalizaldo muszerekhez és a sejtkultiras kisérletekhez hasznalt mintakat Ugy
készitettilk, hogy 40 pl 5% (w/v)-os PCPUR etanolos oldatot centrifugaltunk
termikusan oxidalt szilicium hordozoéra 2000 fordulat/perc sebességgel 60 masodpercig,
majd 24 orat szaritottuk vakuumban 55-60 °C-on. A fehérjeadszorpcios OWLS
kisérletekhez pedig a Sig4Tip6O, ASI 2400V hulldmvezetdkre (Mikrovakuum Kft,
Magyarorszag) porgettiink fel 40 pl 1mg/ml toménységii PCPUR oldatot szintén 2000
fordulat/perc sebességgel 60 masodpercig. Az igy kapott réteget 3 napig szaritottuk

nagy tisztasag laminaris flilkében szobahdmérsékleten.

3.1.2 PCPUR feliileteke karakterizilisa

A nedvesitési peremszdg meghatdrozasahoz mindig 1 Ml térfogatd nagy tisztasagu
deionizalt vizcseppet ( 0vi,=71.3 mJ/m® ) hasznaltunk. A feliiletre helyezett vizcsepp
alakjat CCD kameraval rogzitettik, majd a 6 nedvesitési szoget a félempirikus
6=2/arctan(2h/d) Walliser féle képletbdl [22] szamoltuk. (Ahol / a csepp magassagat,
d pedig az atmérdjét jeloli.) A PCPURI167 polimer nedvesitési szoge 60°£3.5° ami
mintegy 20 fokkal kisebb, mint a PCPUR189-¢ (81°+2.5°). Ez jdl tiikrozi, a
polimemek azt a vart tulajdonsagat, hogy a nagyobb foszforilkolin tartalomnak

koszonhetéen csOkken a hidrofobicitas.

A feliilet 0sszetételének vizsgalatdhoz PHISS00 allithaté szogl rontgen fotoelektron
spektrométert (angle-resolved x-ray photoelectron spectrometer, AR-XPS) hasznaltunk
[23] . A vakuumkamraban a nyomas 10" mbar volt, nem monokromatizalt Mg (350 W)
forrast, és a feltoltdédés minimalizalasara alacsony energidju (< 20eV ) elektron agyut
hasznaltunk. A fotoelektronokat a feliilethez képest 20°-os illetve 80° szogekben
detektaltuk. Ahogy a 11. dbra is mutatja az atomi Osszetétel - a foszfor kivételével -
mindkét polimer esetében kozel egyforma. A foszfor koncentracidban a gyenge jel
ellenére is szignifikans eltérés mutatkozik: a PCPUR167 polimerben tobb foszfor van,

ahogy vartuk.
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11. abra: A PCPUR189 és a PCPUR167 polimerek AR-XPS spektruma 80°-nal.
A szemléletesség érdekében az egyik spektrumot feljebb toltuk.

3.2 OWLS mérések PCPUR moédositott szenzorokon

A PCPUR mesterséges polimerek feliiletén a fehérjeadszorpcio vizsgalatat OWLS
technikaval végeztiik. Ehhez olyan ASI 2400uV Sip4TipO, hullamvezetoket
hasznaltunk, amikre az el6z6 részben részletesen leirt eljarassal 10-20nm vastag
PCPUR réteget készitettiink. Az extra réteg miatt szilkség volt a szenzorcsip
érzékenységének ellendrzésére. A mérésekhez hasznalt fehérjéket és lipidet ugy

valasztottuk meg, hogy azok jol reprezentaljak a vérben megtalalhatd biomolekulakat.

3.2.1 A kisérletek és a felhaszndlt anyagok leirdsa

Az érzékenység ellendrzését kiilonbozo torésmutatdju folyadékok: etanol, ultra tiszta
desztillalt viz és HEPES Z1 segitségével végeztiink el. A BIOS-1 miiszerbe helyezett
csipekre rogzitett kiivettdn folyamatosan, 1 ml/h sebességgel pumpaltunk eldszor
desztillalt vizet, majd HEPES Z1 puffert, végiil etanolt. A kapott effektiv torésmutato
valtozasokat Osszehasonlitottuk a PCPUR réteg nélkiili ASI2400uV csipeken mért
adatokkal. Ezek a mérések azt mutattak, hogy a modositott csipek érzékenységének

csokkenése elhanyagolhato.
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A fehérje és lipid adszorpcids kisérletek soran a PCPUR réteggel ellatott, vagy a
referencianak hasznalt, nem modositott ASI 24004V Sip4Tip6O, hullamvezetoket a
BIOS-1 miiszerbe helyeztiik és Kalrez kiivettaval rogzitettik. HEPES Z1 puffert
folyattunk a kiivettan keresztiil 30-60 percig, amig stabil alapvonalat nem kaptunk.
Ezutan valtottunk csak a fehérjét vagy lipidet tartalmaz6 oldatra, amit 60 percig
folyattunk, majd Gjabb 60 perc HEPES Z1 puffer kdvetkezett, hogy a deszorpciot is
kovetni tudjuk. Az OWLS Kkisérletekben a kovetkezd biomolekuldk adszorpcidjat
néztiik:

*  Humaén szérum albumin (HSA), 5Smg/ml (Sigma, Svéjc)
*  Human fibrinogén (Fg), Img/ml (Sigma, Svajc)
*  Human y-globulin (IgG), Smg/ml (Roche, Svajc)

* La -foszfatidilkolin XI-E 100uM (A lipid oldatot friss tojas sargajabol kinyert
lecitinekkel készitettiik, és a pufferhez még 150 mM CaCl,-ot adtunk.)

* fetal bovine serum (FBS, Gibco)

*  Minden oldat készitéséhez HEPES Z1 puffert hasznaltunk.

3.2.2 Az eredmények értelmesiése
A fehérje és lipid adszorpcids kisérletek Osszegzése lathatdo a 12. abran. Mind a
fehérjék, mind a lipidek adszorpcidja lényegesen kisebb a PCPUR modositott

feliileteken, mint a referenciaként hasznalt ASI 2400V Sig4Tio O, csipeken.
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12. abra: Fehérje és lipidadszorpcié a PCPUR189 és a PCPUR167 polimereken.

Az aktivalo fehérjékhez tartozo fibrinogén és a y-globulin adszorpcidjaban tobb, mint
80 szazalékos, mig a HSA illetve a lipideknél 95 szazalékos csokkenést tapasztaltunk a
PCPUR feliileteken. Ez utobbiak esetében az adszorbealddott tdomeg abszolut értéke
kevesebb, mint 5 ng/cmz, ami mar a muszer érzékenységi hataranak nagysagrendjébe
esik. HSA ¢és fibrinogén azonos mértékben kotddik a két kiillonbozé PCPUR
polimerhez, de kevesebb IgG-t taldltunk a magasabb  foszforilkolin tartalmua
PCPUR167 esetében. Feltételezhetd, hogy az IgG adszorpci6 jobban fiigg a
foszforilkolin csoportok feliileti koncentracigjatol, még ilyen kis kiilonbség esetén is.
Ezt tamasztjak ala a fetal bovin szérummal végzett mérések is, ahol hasonl6 jelenséget
tapasztalunk. A szérum Osszetettsége miatt azonban nehéz barmilyen pontos
kovetkeztetést levonni a beldle a felillethez kot6dd anyagokrol. Ezek kozott
valoszintileg a legnagyobb mennyiségben globulinokat talalnank, illetve lipideket és kis
mennyiségli albumint a PCPUR feliilleteken, mig a kontroll hullimvezeton fdleg

albuminbol, vitronektinbdl és lipidekbdl allo réteg kialakulasa varhato.

Amikor megprobaljuk megvalaszolni a kérdést, hogy vajon miért rendelkeznek ilyen jo

biokompatibilitassal az ilyen tipusi polimerek, komoly nehézségekbe I{itkoziink.
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Ishihara és munkatarsai mar beszamoltak arrol, hogy az altaluk szintetizalt 30 mol%
foszforilkolint tartalmazd polimereknél fehérjeadszorpcid csokkenést tapasztaltak
[18,19,20]. Az viszont ijdonsagnak szamit, hogy az altalunk hasznalt, kevesebb, mint 5
mol% foszforilkolint tartalmazé polimerek is hasonléan viselkednek. Van der Heiden és
tarsai méréseiben ugyanakkor a poliéteruretan alapu polimereknél a foszforilkolin

tartalomnak nem volt hatdsa a fehérjeadszorpciora [24].

Sokan a hidroféb ¢és a poliuretan feliiletek viszonylagos passzivitasat és jo
hemokompatibilitasat preferalt albumin adszorpcioval szoktdk magyarazni [25], mi
ellenben, csak nagyon kevés albumint talaltunk. Ishiara ¢és munkatarsai
magyardzataiban az szerepel, hogy a foszforilkolint tartalmazé polimerek
fehérjerezisztens tulajdonsaga a feliiletiikon kialakulo lipidrétegnek koszonhetd.
[17,26,27,28,29] A mi méréseinkben viszont a természetes lipidek adszorpcidjanak is
nagy mértékii csokkenését tapasztaltuk. Bar nem kizarhato, hogy a molekulék specialis
elrendezddése miatt bizonyos esetekben felerdsddhet a lipidek adszorpcidja (un. matrix
effektus), a mi esetiinkben azonban valosziniileg a hidratacios hatasoknak van nagyobb
szerepe. A foszforilkolin csoportoknak ugyanis feltehetden hidrataciot eldsegitd és
ezaltal adszorpciojukat is. Ez a magyarazat 0sszhangban all Ishiara és munkatarsai
legujabb eredményeivel is [34], amik azt mutatjak, hogy ezeken a foszforilkolin
tartalmi polimereken a fehérjék kevéssé képesek konformacido valtozasra, ami

valdsziniileg szintén a polimerek nagy szabad-viz tartalmanak koszonheto.

3.3  Poli-L-lizin-g-poli-etilén-glikol (PLL-g-PEG)

Mar régota ismert, hogy a fehérjék adszorpcidja csokkenthetd polietilén-glikol (PEG)
feliiletre torténd rogzitésével. [35] Ezt a PEG tartalma hidrofil polimerek sok vizhez
hasonlé tulajdonsagaval magyarazzak.[36,37,38] A legtobb alkalmazasban az egyik
végén a felillethez vald affinitdssal rendelkezd funkcios csoporttal ellatott PEG-et
kotnek kiilonféle feliiletekhez.[39,40] Ebben a részben egy ij PEG tartalmt polimerrel,
a polilizin-g-polietilénoxiddal (PLL-g-PEG) fogunk foglalkozni, mert ugy tapasztaltuk,
hogy egyszeriisége, gyors ¢és kényelmes alkalmazhatosaga, illetve kivald
fehérjerezisztens tulajdonsaga kiemelik az eddig alkalmazott anyagok koziil. Ezt a
polimert Hubbell és munkatarsai szintetizaltadk, és mar megkezdddott a klinikai

hasznalata kardiovaszkularis ¢és tid6é mitétek sebesedési mechanizmusainak
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szabalyozasara.[41] Mi alkalmaztuk els6ként fém-oxid feliiletek bevonasara. Kéztudott,
hogy a fémbol (féleg titdnbol) késziilt eszk6zok mennyire elterjedtek a
biotechnologiaban. A bioszenzorok egy része (példaul OWLS) is fém-oxid feliileteket
hasznal. Az altalunk bevezetett modszer: a PLL-g-PEG hasznalataval ezek is rendkiviil

fehérjerezisztenssé tehetok. Az alkalmazast fontossaga miatt szabadalmaztattuk is. [42]

3.3.1  PLL-g-PEG szerkezete

A poli-L-lizin-g-polietilénglikol, mint a nevébdl is kitlinik, egy ko-polimer. A 13. abran
lathaté szerkezetének vazlata. A polimer gerincét a poliaminosav: a PLL alkotja,
amihez az R-csoporton keresztiil csatlakoznak a PEG oldallancok, igy egy fésiiszerii
szerkezetet kapunk. A molekula tobb paraméterét is allitani lehet: a PLL gerinc és a
PEG oldallancok hosszat, illetve a PEG oldallancok stirtiségét. Az altalunk vizsgalt
polimerekben a PLL gerinc molekulatomege 20 kD-tol 350kD-ig, a PEG oldallancé
pedig 2kD-t6] SkD-ig terjedt. A lizin R-részében szereplé aminocsoport izoelektromos
pontja 10 f6l6tt van, ami miatt a PLL gerinc pozitivan toltott 10 alatti pH-n. A PEG
oldallanc pedig vizmegkotd és vizhez hasonld tulajdonsagai révén a polimer fehérje

rezisztens tulajdonsagat adja.

I
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in, 13. 4bra: A PLL-g-PEG

molekula szetkezete

A PLL-g-PEG a tobbszdrdsen pozitiv toltése miatt erds ionos kdtést hoz 1étre negativan
toltott feliiletekkel [43,44]. A fém-oxidok izoelektromos pontja altalaban 7 alatt van,
igy fiziologids korilmények kozott (pH 7.4) negativan toltottek. JO PLL-g-PEG

adszorpcidt tapasztaltunk nidbium-oxid, szilicium-oxid és titdn-oxid esetében, illetve



3. Fehérije rezisztens feluletek 32

megfigyelhetd volt a felilletre kdtddd polimer mennyiségének izoelektromos ponttol
valo fliggése (16. abra). A PLL-g-PEG hasznos tulajdonsagai koz¢é tartozik, hogy vizes
oldészerekben jol oldodik, igy alkalmazasa rendkiviill egyszerli. Az altalunk
leggyakrabban hasznalt PLL-g-PEG molekulatomege meghaladja az 1000kD-t, és

kevesebb, mint 10 perc alatt stabil réteget képez a negativan toltott feliileteken.

3.3.2 PLIL-g-PEG bevonatok

Egy 1j anyag hasznalatakor, miikodési mechanizmusanak vizsgalatakor sokat
tanulhatunk a rendelkezésiinkre allo feliileti vizsgalatok eredményeibdl. Ezeket a
méréseket és a kiértékelést Reto Kesslerrel és Dr. Gregory Kenausisszal kozosen
végeztik. Szubsztratnak huzott sik iivegre parologtatott 20 nm TiO, réteget
hasznaltunk, amit egyszeriisége, tisztasaga €s biologiai relevanciaja miatt valasztottunk.
A mintdkat 10 percre 0.lmg/ml PLL-g-PEG-et tartalmaz6 HEPES Z1 oldatba
helyeztiik, majd kivételkor a pufferrel ledblitettiik és nitrogénnel megszaritottuk. Az igy
kapott rétegeket XPS, ToFSIMS és FT-IR mérésekkel analizaltuk.

A nedvesitési peremszog mérését ConG2 (Kriiss Co.) tipust késziiléken végeztik. A
vizesepp novekedésekor leolvasott 40°+£2° nedvesitési sz0g a varakozasoknak
megfelelden a réteg hidrofil tulajdonsagat mutatja, ami valosziniisiti a PEG oldallancok

meglétét a feliileten.

Ezt az XPS mérések eredményei is egyértelmiien alatamasztottak. A PLL-g-PEG

réteggel bevont minta referencidval valo 0sszehasonlitasat mutatja a 14. 4bra.
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14. abra: A PLL-g-PEG réteggel bevont és a referencia TiO, minta XPS spektruma

A két XPS spektrumon jol latszik, hogy a referencia mintan domindns Ti2p és Ols
csucsok a bevont mintan a PLL-g-PEG réteg arnyékold hatdsa miatt kisebbek. A
polimer magas szén és nitrogén tartalma miatt a Cls és Nls cslicsok a bevont mintan
nagyobbak lettek. A referencia mintan ez utobbi csucsok megléte a szennyezddésre
utal. Erdekes, hogy a jelenlevé viszonylag nagy feliileti szennyezettség ellenére is a
PLL-g-PEG bevonas utan ezeknek a mintaknak is kivalé a fehérjerezisztencijja.
Feltételezziik, hogy mivel a PLL-g-PEG t6bb helyen k6t6do 6riasmolekula, ezért képes
a szennyezett részek felett hidat képezve azokat is rezisztenss¢ tenni. Ez a tulajdonsag

alkalmazhatobba teszi a tobbi, nagy tisztasagot igénylo eljarasnal.
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15. abra: PEG-g-PLL bevonat TiO, felszinen (pozitiv ToF-SIMS spektrum)
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A ToFSIMS mérésekbol (15. abra) is érdekes dolgokat tanulhatunk. A kapott

eredményeket harom pontban foglalhatjuk 6ssze:

* Egyértelmiien megallapithat6 a PLL-g-PEG réteg jelenléte a felszinen

A spektrumban sok dominans csiucs megfeleltethetd a polietilén oldallanc

valamelyik szegmensének. Példaul:

H,C=OH" (m/z=31)
CH;-CH=OH" (m/z=45)
CH;-CH,-O'=CH, (m/z=59)

A kiilonbség a dominans csucsok kozott gyakran 14 vagy 16, ami egy Gjabb CH;
csoport vagy egy oxigén molekula jelenlétére utal a lancban. (Pl. 31-45-59-73-89)
Mas csucsok pedig egy H, elvesztése utan kettés kotés kialakulasat mutatjak.

Példaul:
CH;-CH,-O-CH,-CH=OH" (m/z=89)
CH,=CH-O-CH,-CH=OH" (m/z=87)
» A TiO; feliiletre jellemz6 csticsok nem jelentkeznek a spektrumban.

A TiO, feliiletekre egyébként jellemz6 cstcsok, mint példaul a Ti (m/z=48), TiO
(m/z=64), TiO, (m/z=81), vagy a Ti,O, (m/z=128) nagyon gyengén jelentkeznek,
vagy elvesznek a zajban ebben a spektrumban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a

felszin lefedettsége teljes.

* A magasabb tomegszamu csicsok kozott sok szarmazik a TiO; és PEG részek

rekombinaciéjabdl.
Példaul:
TiO3C3H6 (rn/z=138)

TiO3C4H8 (rn/z=1 52)
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TiO4C4H9 (rn/z= 1 69)

Ezek koziil az els6 kettd esetben még a titan izotdpjaihoz tartozo karakterisztikus
mellékcsticsok is megvannak, illetve meg lehet talalni a mar emlitett CH, vagy OH

hozzaadasabol szarmazod csucsokat is.

Az elvégzett mérések alapjan képet alkothatunk arrél, hogy a PLL-g-PEG milyen
bevonatot képez a felszinen. Ezek szerint a mintanak hasznalt TiO, feliiletének jo
részén szerves szennyezddést talalhato, a fennmarado részen pedig a PLL-g-PEG van.
Ennek elrendezddése olyan, hogy a polilizin gerinc kotddik a feliilethez, a polilizin
oldallancok pedig a feliiletre merdlegesen "féstiszertien" helyezkednek el. A feliilet
lefedettsége kozel teljes, illetve a jo fehérjerezisztens tulajdonsaga ismeretében
feltételezziik, hogy a PLL-g-PEG oriasmolekuldi athidalva a szennyezett részeket a
PEG oldallancok olyan mértéki stirtiségét biztositjak, hogy azok kozott fehérjék mar

nem férnek el.

3.3.3  OWLS miérések PLIL-g-PEG mddositott szenzorokon
A dolgozat ebben a részében szerepld kisérleteket Dr. Gregory Kenausisszal, az

oxidokon torténd adszorpci6 vizsgalatat pedig Dr. Cstics Gaborral kdzosen végeztiik.

3.3.3.1 PLL-g-PEG adszorpcid kiilinbizd oxid feliileteken.

A PLL-g-PEG adszorpcié kinetikdjanak vizsgalatahoz a kisérleteket a kovetkezd
modon végeztik:  Pufferként mindig HEPES Z1-t hasznaltunk. A hullamvezetd
szenzort legalabb egy napos pufferben aztatas utan a BIOS-1 miiszerbe helyeztiik és
Kalrez kiivettaval rogzitettilk. Folyasi sebességnek 10 ml/h -t valasztottunk, hogy a
keveredési effektusok minél kevésbé zavarjak az adszorpcid kinetikat. A puffer
folyatasaval altalaban a mérés kezdete utan 30 perccel mar stabil alapvonalat kaptunk,
ezutan 10 percig 0.1 mg/ml PLL-g-PEG oldatot, végiil ismét 10 percig puffert
folyattunk a kiivettan keresztiil. A kinetika minél jobb kovetése érdekében az
adszorpcids szakaszban csak a TM cstcsot mértiik, igy 5 masodperces id6felbontast

kaptunk. Egy ilyen mérésre latunk példat a 16. abran. Szubsztratként ASI 24004V
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16. abra: PLL-g-PEG réteg kialakulasa fém-oxid feliileteken

csipet hasznaltunk bevonat nélkiil, illetve a feliiletére porlasztott 10-12 nm nidbium-
oxid vagy titan-oxid réteggel. Minden feliileten legalabb harom mérést végeztiink két
kiilonb6zd csipet hasznalva. A mérések utan a felilletet 0.1 M HCI oldatban
ultrahanggal 10 percig, majd oxigén plazmaval 2 percig tisztitottuk. A kisérletek
szerint a PLL-g-PEG gyorsan ¢és irreverzibilisen kotodik a vizsgalt feliiletekre. A
kiilonbozé oxidokon kicsit kiilonbozott az  adszorbedlodott PLL-g-PEG mennyisége.

Ezt mutatja a 17. abra a feliiletek izoelektromos pontjanak fliggvényében.
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17. abra: A PLL-g-PEG adszorpcié izoelektromos ponttdl vald fiiggése

Latszik, hogy minél kevesebb a negativ t6ltés a feliileten, annal kevesebb PLL-g-PEG
kotodik ra. A mérési gorbék kiértékelésekor a szokasos Langmuir vagy RSA kinetika
helyett a 18. dbran lathatd gorbéket kaptunk. A koncentracio valtoztatasaval a kezdeti
szakaszban mutatkozé platd hossza valtozott, ami arra utalt, hogy a mérés az
adszorpcid gyorsasaga miatt diffuzid fliggd. Ennek igazolasara modellt készitettlink,
ahol a paraméterek megfeleld valasztasaval hasonlé dM/dt vs. M gorbéket kaptunk. A
paraméterek illesztését a kisérletek szorasa miatt nem tudtuk elvégezni. A szoras
lecsokkentésének érdekében 1) kiivettat terveztiink, ahol a kiivetta hidrodinamikéja

miatt egyszeriibb és reprodukalhatobb kinetikat varunk.
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3.3.3.2  Febérjeadszorpeids kisérletek

Tobbféle fehérje illetve szérum adszorpcidjat vizsgaltuk PLL-g-PEG-al bevont
felilleteken. A kisérletek menete a kovetkezd volt: Mindig HEPES Z1 puffert
hasznaltunk. A legalabb egy napig pufferben tartott hullimvezetét a BIOS-1 miiszerbe
helyeztiik és kiivettaval rogzitettiik. Ezeknél a kisérleteknél allo folyadékban mértiink,
az anyagok cseréjét pedig nagy mennyiségii (0.5 ml) anyag kiivettan keresztiil torténd
gyors injektalasaval végeztiik. A pufferben altaldban a mérés kezdete utan 30 perccel
mar stabil alapvonalat kaptunk, ezutan 0.1 mg/ml PLL-g-PEG oldatot, majd 30 perc
elteltével puffert injektaltunk a kiivettan keresztiil. gy kovetni tudtuk a PLL-g-PEG
réteg kialakulasat a felszinen. Ezutan a fehérje illetve szérum kovetkezett, amit egy 6ran
keresztiil mértiink, majd végiil ismét puffer injektalassal oblitettiik a rendszert, és jabb

fél oran keresztiil néztiik az esetleges deszorpciot. Egy ilyen mérésre mutat példat a 19.

abra.
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19. abra: Fehérjeadszorpciés mérés PLL-g-PEG feliileten

A referencia mérések soran a méréseket a PLL-g-PEG adszorpcids szakasz
elhagyasaval ugyanigy végeztiik. Human szérum ¢és 1mg/ml human szérum albumin
(Roche, Svéjc) adszorpcidjat teszteltilk. Minden feliiletet minden fehérjével legalabb

haromszor mérve a 20. abran lathaté eredményeket kaptuk. Nyilvanvalo, hogy a PLL-g-
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PEG réteg nagy mértékben csokkentette a fehérjék adszorpcidjat mindegyik feliileten.
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20. abra: A PLL-g-PEG réteg fehérjeadszorpciot csokkenté hatasa

A kapott értékek mindkét esetben legaldbb tizszer kisebbek a referencia feliileteknél,
helyenként pedig olyan kicsik, hogy a mérések egy részénél a 1ng/cm’-es érzékenységi
hatar alatt maradtak. Ez kiilondsen a szérum esetében kiugroan jo fehérjerezisztens
tulajdonsagnak szamit. Mivel a szérum igen Osszetett — a fehérjéken kiviil lipidek,
vitaminok, aminosavak, s sok is talalhatok benne —, ezért azt is megallapithatjuk, hogy
ezek az anyagok sem kotddnek a PLL-g-PEG felszinre. Azt is teszteltiikk, hogy
tobbszori mérés soran mennyire stabil a PLL-g-PEG réteg, illetve hogy mennyire Orzi
meg a jo fehérjerezisztens tulajdonsagat. A 21. abran lathatd, hogy tobb szérum-
adszorpcios ciklus utan sincs jelentds fehérjemennyiség a felszinen, illetve, hogy maga

a réteg sem valtozik a kisérlet ideje alatt.
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21. abra: A PLL-g-PEG réteg stabilitasvizsgalata ismételt szérum adszorpciéval

A leghosszabb ilyen kisérlet, amit végeztiink 5 napig tartott, de a 30 napig pufferben
tarolt PLL-g-PEG -el bevont szenzorok is hasonloan jo fehérjerezisztens tulajdonsagot

mutattak.

3.3.3.3 A PLL-¢-PEG adszorpeid pH fiigeésének vizsgdlata

A PLL-g-PEG rétegeken a karakterizalds soran elvégzett mérések vakuumtechnikai
modszerrel torténtek. Bar alatdmasztani latszottak azt a hipotézisiinket, hogy a PLL
gerinc pozitiv toltése miatt kétédik a negativan toltott fém-oxidok feliiletére, szerettiik
volna ezt vizes koOzegben is igazolni. Ennek érdekében az OWLS -t hasznalva
kiilonbdz6 pH-kon megmértiik a PLL-g-PEG adszorpciot. Utana a kapott bevonatokat
7.4-es pH-n teszteltiik human szérummal, hogy lassuk mennyire fehérjerezisztens. A
mérésekhez mindig ASI 2400V Si4Tip 60, hullamvezetoket hasznaltunk. A kisérletek

pontos menete pedig a kovetkezd volt (egy ilyen mérést mutat a 22. abra):
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22. abra: Tipikus kisérlet a PLL-¢-PEG adszorpcié pH fiiggésének vizsgalatara

Titralassal kiillonboz6 pH-ji 10 mM-os HEPES puffert készitettiink. A mérések elso
részét, a PLL-g-PEG adszorpciot, ebben végeztiik. A 0.1 mg/ml PLL-g-PEG is mindig
ebben az adott pH-ju pufferben volt feloldva. Az adszorpcios id6 60 perc, az utana
kovetkezd Oblités 30 perc volt. Ezutan a 7.4 pH-ju HEPES Z1 pufterre valtottunk €s
ebben végeztiik el a kisérlet fehérjeadszorpcios részét. Itt is a 60 perces szérum kezelést
30 perces oblités kovette. A kapott eredményeket Gsszegzi a 23. dbra. Jol lathato, hogy
a varakozasoknak megfeleléen a magas, illetve alacsony pH-kon a PLL-g-PEG
adszorpcid  lecsokken. Ennek természetes kovetkezményeként ugyanakkor
megnovekedett szérum adszorpcidt tapasztalunk ezeken a rétegeken. A polimer és a
felszin izoelektromos pontja kozotti pH tartomanyban viszont a réteg kielégitd

fehérjerezisztens tulajdonsaggal rendelkezik. Ez alatamasztja a kotddés ionos jellegét.
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23. abra: A PEG-g-PLL adszorpcié pH fiiggése és az azt kévets szérum
adszorpcid TiO, felileten

3.3.4 A fojezet isszefoglaldsa

Ebben a fejezetben kétféle stratégiat lathattunk a felilleti fehérje adszorpcio
lecsokkentésére. A poliuretan alaptit milanyagok konnyen formazhatdak és ismert
biokompatibilitasuk miatt hasznalatuk széles korben elterjedt. Az itt bemutatott
foszforilkolin tartalmi polimerek fehérjerezisztens tulajdonsaguk miatt egy
tovabblépést jelentenek a hemokompatibilis alkalmazasok teriiletén. Az pedig, hogy
vékony rétegként alkalmaztuk az OWLS szenzorokra jelentds eldrelépés az ilyen
polimerek fehérjeadszorpcios tulajdonsagainak kvantitativ méréséhez. Ezzel egytttal az
els6 példa az irodalomban az OWLS technika polimerek adszorpcios tulajdonsagainak

tesztelésére valo alkalmazasara.

A masodik részben pedig a PLL-PEG polimerrel foglalkoztunk. A fém oxidra vald
kotédési mechanizmusa szép példa polielektrolitok toltott felilletekre vald kotodésére.
A polimer gyorsan, tiz percen beliil stabil réteget képez a feliileten, ami egyediilallo
fehérjerezisztens tulajdonsaggal rendelkezik. Ez azt is lehetové tette szamunkra, hogy
nem csak egyes fehérjék, hanem szérum adszorpcidjat is vizsgaljuk, amire nem sok

példa van az irodalomban. Ezért ezt az alkalmazast is szabadalmaztattuk.
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4 SEJTEK ES FELULETEK KOLCSONHATASA

4.1 Sejtek mérése OWLS-al

Az OWLS technika egy olyan modszer, amit eddig féleg nanoméretii biomolekulak
adszorpcidjanak vizsgalatara alkalmaztak. A sejtek feliiletekhez tapadasakor lejatszodo
folyamatok egyre nagyobb fontossaggal birnak a biokompatibilis anyagkutatasban. A
fokalis és kozeli érintkezések kimutatasakor a mikroszkopok felbontasi hatarukhoz
érkeztek. Sziikség van olyan moddszerekre, amik segitenek ezen tullépve, a kotési
folyamatokban fontos fehérjéket is figyelembe venni. Az aktivalo fehérjék fontossaga
régota ismert az irodalomban. A sejteket felillethez koto szerepiik jobb megértéséhez
nyujthat segitséget az OWLS technika, kivaltva mas indirekt, id6 és koltségigényes
sejtkultiras kisérleteket. Az els6 sejtekkel tortént OWLS mérések nyomain haladva
[45] nekiink sikertilt stabil, konnyen kezelhetd €s reprodukalhaté méréseket végezniink.
Erre a tapasztalatra alapozva pedig egy ujfajta cito-toxikologiai alkalmazast tudtunk
kidolgozni. Ez azért fontos, mert a modern vegyi- és gyogyszeripar nagy szamban
termel ki 0 vegyiileteket, amiknek mezO0gazdasagi, vagy gyogyaszati alkalmazasahoz, a
mellékhatasok teszteléséhez toxicitds vizsgalatokra van sziikség. Ezeket altalaban
allatokon végzik, ami sok id6t vesz igénybe, és nagyon koltséges. Ezeknek a
kisérleteknek a leroviditéséhez jarulhat hozza egy olyan gyors és olcso cito-toxikologiai

vizsgalat, mint amilyet a fejezet masodik részében bemutatunk.

Az irodalomban mar sokfajta sejteket hasznald bioszenzorrdl olvashatunk. Ezek koziil
a legtobb a sejten belilli enzimatikus aktivitast hasznalja fel, hogy egy kozvetitd
molekula révén optikai vagy elektromos jelet kapjon [46,47,48,49,50]. Ilyen
bioszenzorokat hasznalnak mar pl. szennyviz analizalas és egyéb kornyezetvédelmi
célokra [51]. Ezeken kiviil Iéteznek idegsejteket hasznald szenzorok, amikkel

kiilonbdz6 neurotoxikus anyagok detektalasat végzik [52,53].

lehetéség van a funkciokban bekovetkezd esetleges valtozasok felismerésére. Ujabban
tobbfajta probalkozas sziiletett a sejt és a felilletek kozvetlen tanulmanyozésara. A
sejtek kapcsolodasat és széttertilését kimutattak példaul kvarc kristaly mikromérleggel
(QCM) [54,55]. A teljes belso reflexio (TIR) modszere is hasznos eszkdznek bizonyult
a sejtek és a feliilet kapcsolodasanak vizsgalatahoz [45,56,57].
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4.1.1 A miérés menete

A kisérletek soran mindig MC-3T3 E1 egér oszteoblaszt sejtvonalbol szarmazo sejteket
[58,59] (Patho-fiziologiai Tanszék, University of Bern, Svéjc), szubsztratként pedig 20
nm TiO;-al bevont ASI 2400 UV hullamvezetd szenzorokat [60] hasznaltunk. Itt is a
csipeket a mérések megkezdése elott legalabb 24 6rat HEPES Z1 pufferben aztattuk,
igy a BIOS-1 miiszerbe helyezés utdn 30 percen belill stabil alapvonalat kaptunk.
Ezutan 30 percig 100%-os FBS -al inkubaltuk a feliiletet, és kozben nyomon kdvettiik a
fehérjeadszorpciot. Ezutdn 5% FBS-t tartalmazo HEPES pufferolt sejt kultira
tapoldatra (HCCM) valtottunk, amire azért volt sziikség, mert a normal — CO,
pufferolast hasznalo - tapoldatokkal gondot okozott, hogy a sejtek CO, termelése miatt
a pH valtozott a kiivettaban, ami az OWLS mérés soran gondot jelentett [61]. Mivel a
feliilet mar gyakorlatilag fehérjékkel telitett, ezért 10 perc alatt stabil rendszert kaptunk.
Ezutan HCCM-ben levé sejteket fecskendeztink be a  kiivettdba 400,000/ml
koncentracioban. Vartunk 5 percet, mig a sejtek leiiltek a felszinre, majd HCCM-re
valtottunk, amit 1 ml/h sebességgel folyattunk a rendszeren keresztiil, hogy a sejteket
folyamatosan friss tapoldattal lassuk el. A 400,000/ml koncentracio egy teljes sejtréteg
kialakulasédhoz volt elég, ami altalaban 100-120 percig tartott. (24. abra)
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24. abra: Tipikus OWLS sejtmérés: a/ HEPES 71, b/ FBS, ¢/ HCCM,
d/ oszteoblaszt sejtek, e/ HCCM (1 ml/h), f/ toxikus anyag.
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4.1.2 A csiiesok félértékszélesség valtozdsa

A sejtek szétteriilése sordan az OWLS cstcsok félértékszeélessége érdekes valtozason
megy keresztlil (25. abra). A sejtek méretiikk miatt optikai szempontbodl egy feliileti
inhomogenitast képviselnek. Ahogy egyre nagyobb részt foglalnak el a hullamvezetd
felszinétdl szamitott 200 nm-es savban, a hullamtérben, ahol a rendszer érzékeny, egy
darabig a csucsok félértékszélessége nd. Az 50%-os lefedettség utdn azonban a feliilet
megint egyre homogénebb lesz, mert egyre nagyobb helyet fednek le a sejtek, igy a
félértékszélesség ismét csokken. Ezért a félértékszeélesség mérésével egy alternativ
modot talaltunk arra, hogy a feliilet lefedettségét mérjiik. Ez az elsé eset, hogy az
OWLS technika alkalmazésa soran nem csak a csucsok helyének valtozasabol, hanem

azok alakjabdl is informaciot nyeriink ki.
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25. abra: A TM csucs félértékszélességének valtozasa a sejtek széttertilése soran

A jelenség részletes leirasat, elméleti megalapozasat és mas alkalmazasokra valod
kiterjesztését tartalmazo publikacion Dr. Papp Elemérrel és Horvath Roberttel jelenleg
is dolgozunk.

4.2 Toxikologiai mérések
Az elozéekben példat lathattunk arra, hogy hogyan tudjuk az OWLS segitségével a

sejtek szétteriilésének kinetikajat nyomon kovetni. A sejtek alakja és funkcidja szoros
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Osszefliggést mutatnak. Ezt probaltuk meg kihasznalni a tapoldatban jelenlevd toxikus
anyagok kimutatasara. Az OWLS technika lehetévé teszi, hogy nagy pontossaggal
megallapitsuk, hogy mekkora feliileten érintkeznek a sejtek a hullamvezetovel. Ennek a
technikanak az elénye a nagy pontossag €s a nagy feliileti érzékenység, hatranya, hogy
nem vizudlis, és csak a szenzor felszinének 200 nm-es kornyezetében érzékeny. A
CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopy) technika egy sejt alakjarol nyujt 3
dimenzidssa alakithatd vizudlis informaciot. Hatranya, hogy kevésbé pontos, illetve,
hogy fluoresszens jelolés alkalmazasaval miikodik. Ezt a két technikat kombinalva, a
sejtek morfologiai valtozasait pontosan mérve egy nagy érzékenységl toxikologiai

szenzort kaptunk.

4.2.1 Az OWLS mérések kalibrilisa a CLSM képek segitségével

Az OWLS technika elméletébol kovetkezik, hogy mig a feliiletre merdleges iranyban
nm-es felbontassal rendelkezik, addig a feliilettel parhuzamosan gyakorlatilag a 1ézer
altal megvilagitott 1 mm’-es feliilet atlagat méri. Nagyon fontos volt tehat, hogy a
CLSM képek segitségével vizualis informacioval is rendelkezziink arrél, hogy mi zajlik
a feliileten. Ennek érdekében, Roman Graf kollégammal kozdsen, teljesen egyforma
kiivettakat hasznalva parhuzamos OWLS ¢és CLSM méréseket végeztiink ugy, hogy
mindent miiveletet egyszerre és egyforman hajtottunk végre. Egy ilyen mérésre példa a
24. abra, ahol bejeloltiik a parhuzamosan végzett CLSM mérésbdl szarmazo felvételek
készitésének idOpontjait. Ebben az esetben az OWLS mérés soran is DilC18(3) (1,1'-
dioktadekil-3,3,3',3'-tetrametil-indokarbocianin perklorat [62,63], Molecular Probes,
USA) fluoresszens jelolovel megjeldlt sejteket hasznaltunk. A kiilonb6z6é idépontokhoz
tartozo képek kvalitativen jol kovetik az OWLS gorbét (26. abra).

Ezeken a felvételeken ,,analysis* képanalizald szoftver segitségével megallapitottuk a
sejtek striségét, és atlagos méretét. A maximalis 91%-os lefedettséget, és a

megallapitott sejtstiriiséget felhasznalva kalibralni tudtuk az OWLS méréseket is.
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26. abra: A parhuzamos OWLS-CLSM mérés soran a 24. abran szamokkal
jelolt id6épontokban készitett CLSM  képek (Roman Graf
disszertaci6jabol)

Az igy kapott atlagos sejtméretet ujra Osszehasonlitottuk a tobbi CLSM felvétellel, igy
kaptuk a 4.1. tablazatot. Lathato, hogy az adatok elég jo egyezést mutatnak.

4.1. tablazat: CLSM és OWLS technikaval mért atlagos sejtméretek

id6 [perc] OWLS CLSM
[um?] [um?]

4 360 440
104 1600 1200
170 1800 1800
180 1100 1120

4.2.2  Kritikus toxin koncentrdcid meghatdrozdsa

A 24. abra utolso szakasza a modell toxikus anyagnak valasztott natrium-hipoklorid
(NaOCl) hatasat mutatja a sejtekre. (A gorbén lathatd ugras nagysagardl érdemes
megjegyezni, hogy nagyobb, mint a mérési pontossag kétszazszorosa.) Ez esetben a
sejtek a kis mennyiségben jelenlévd toxikus anyagra Osszehtizodassal valaszolnak.
Tobb ilyen mérést végezve kiillonbozo koncentracioji  NaOCI-t  hasznalva
megallapithatjuk a kritikus koncentraciot, aminél nagyobb koncentraciokra a rendszer
reagal (27. ébra). Ezen az abran kiilon feltiintettiik a fluoreszcensen megjeldlt sejtekkel

végzett méréseket is. Ebben az esetben a jelolésnek nem volt szamottevd hatasa a

toxikus valaszra.



4., Sejtek és feliletek kdlcsonhatisa 49

O jeloletlen
é A fluoresz. jelolt

50 A
40 é

30

60 —

20

sejtméret valtozas [%)]
£\
g —4
—O—
O

10

01—2& . .
0 0,05 0,1
koncentracié [%]

27. abra: A sejtek méretvaltozasanak NaOCI koncentraciotol valo fiiggése

A koncentraciofiiggés érdekesen alakul: 0.02% -os NaOCI tartalom alatt gyakorlatilag
nem kapunk morfologiai elvaltozast, de ezt a kritikus értéket meghalado
koncentraciokra a sejtek erés Osszehuzodassal valaszolnak. (Erdemes megemliteni,

hogy ennek az értéknek a 250-szeresét hasznaljak fertotlenitésre.)

A NaOCIl-t csak modell toxikus anyagként hasznaltuk a technika érzékenységének
kiprobalasara. A masfajta mérgez6 anyagokkal, illetve hormonra érzékeny sejtekkel
torténd mérések mar folyamatban vannak. Ezek soran mar nem csak a kialakult
sejtréteg  morfologiai valtozasait vizsgaljuk, hanem megprobaljuk a szétteriilés
kinetikajanak toxikus anyagtol valo fiiggését is kimutatni. A sejtekkel vald toxikologiai

mérést szenzortechnologiai Gjszertisége ¢s fontossdga miatt szabadalmaztattuk [64].
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5 MINTAZAT A HULLAMVEZETO FELULETEN

5.1 Mintazatok készitése és karakterizalasa

A modern bioldgiai szenzortechnologiaban a fejlodés és kutatas egyik 6 iranya, hogy
hogyan lehetne a mar 1étez0 mérési eljarasokat felgyorsitani és a szenzorokat olcsobba
tenni. Ennek érdekében a mikroelektronikdhoz hasonldan egyre inkabb eldtérbe keriil a
miniatiirizalas fontossaga. A szenzorokat minél tobb, jellemzéen 1-100 pm
karakterisztikus méreti elkiiloniilo részre felosztva megndvelhetd a miiszerek
hatasfoka. Ilyen mintazatok segitségével lehetdség nyilt olyan szenzorok készitésére,
amelyeken egy idoben tobb mintat lehet mérni, vagy egy mintan egyszerre tobbféle
mérést lehet elvégezni. A mintazatok készitésére az utobbi idoben egyre gyakrabban
hasznaljak a mikrokontakt nyomtatast (microcontact printing), vagy a mikrocsatornakat
(microfluidic networks) [65]. Mi ez utdbbit hasznaltuk a 3.3 fejezetben mar ismertetett
fehérjerezisztens polimer, a PLL-g-PEG mintazatok elkészitésére. Az ebben a
fejezetben szereplé méréseket Reto Kesslerrel és Dr. Gregory Kenausis-szal kozosen

végeztiik.

5.1.1  Mintazatkészités a mikrocsatorndfk segitségével
A mikrocsatornak segitségével a 28. abran lathaté modon gyorsan és egyszeriien lehet
PLL-g-PEG mintazatokat késziteni. A polidimetoxiszilin (PDMS) mikrocsatornakat

fotolitografias uton késziilt mestermaszkra dntéssel allitottuk eld.

28. abra: PLL-g-PEG mintazat készités TiO,
felileten mikrocsatornak — segitségével  (Reto
Kessler diplomamunkajabdl)

A PDMS  mikrocsatorndkat a  modell
szubsztratnak valasztott TiO,-al bevont ASI
2400uV hullamvezetdkre rogzitettiik a 28. abran
lathatd szoritd segitségével. A PDMS tomb

szabadon marad6 részére helyezett 0.1 mg/ml

toménységli PLL-g-PEG oldat a kapillaris
er6knek koszonhet6en behatolt a csatorndkba, és

tiz perc alatt jol definialt mintdzatot hozott 1étre.
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Ez lathato a HEPES Z1 pufferrel 6blités és nitrogénnel szaritds utan késziilt,

crer

29. abra: Kondenzaciés vizcseppek a
PLL-g-PEG mintazaton (a csatorna-

méret 40 Um)

Sajnos nagyon hasonl6 képet kaptunk
akkor is, ha a PLL-g-PEG oldat
helyett desztillalt vizzel csinaltuk a

"mintazatkészitést". Ez, és a PDMS -
szel érintkezett feliileteken mért 80°+£2°-0s nedvesitési szog arra engedett kdvetkeztetni,
hogy a maszkolas soran valami szennyezg¢s keriil a felszinre. ( A tiszta TiO, nedvesitési

szoge 10°+1°, a PLL-g-PEG feliileté pedig 40°+2°.)

5.1.2  I'ToFSIMS miérések

A pasztaz6é ToFSIMS méréseken szintén lathato a felszinen 1évo mintazat (30. abra).

zold téglalap

E: |
. = 1 1w JUL LuQl Qo

30. abra: I-ToI'SIMS kép a PLL-g-PEG mintazaton (a teljes spektrum)
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A mérést egy olyan mintan végeztiik, aminél 450 pum PLL-g-PEG csikok kozott 550
Mm volt a kimaszkolt rész. Ha csak a PLL-g-PEG -re, vagy az ismert PDMS-re jellemz6
csucsokat abrazoljuk a hatarvonal még élesebben kirajzolodik. A vilagosabb szinek a
nagyobb intenzitast jelolik, ezért az is latszik, hogy a kimaszkolt részeken 1évo PDMS

szennyezodés valtakozik a PLL-g-PEG csikokkal. (31. abra)

0sszesen Titan
PLL-g-PEG PDMS

31. abra: I-ToFSIMS kép a PLL-g-PEG mintazaton, a vilagos szinek
felelnek meg a nagyobb intenzitasu helyeknek

Ezek szerint a mintazatkészités soran fél sikert értiink el: sikeriilt a PLL-g-PEG -et a
kivant helyre juttatni, de kdzben a maszkkal érintkezésbe keriilt részeken PDMS

szennyezodést talaltunk.

5.2 OWLS mérések mintazott felileteken

s

technikanak a részletes leirasa, ami lehet6vé teszi az OWLS technika alkalmazasat

mintazott feliileteken, és aminek kifejlesztésében én is részt vettem.
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5.2.1 A mérdmiiszer tovabbfejlesztése

Annak érdekében, hogy minél kisebb mintazatokon tudjunk mérni, elészor sziikség volt
az érzékeny feliilet lecsokkentésére. Ezt a 1ézerfolt cilindrikus lencsével 1mm*0.1mm -
es ellipszoidda torténd fokuszalasaval lehetett megoldani (32. abra). Ugyanakkor egy
planparallel iiveglemez forgatasaval lehetéség nyilt a lézerfolt raccsal parhuzamos

iranyban torténé mozgatasara.
Mintazat

>
A

fotodetektor fellleti profil

/

lézer X —>
32. abra: A pasztazo6 OWLS muszer vazlata

Ennek a két valtoztatasnak kdszonhetden a hullamvezetokon két ujfajta mérést tudtunk

végezni:

» Egy egyensulyi allapotban 1év6 szenzor feliiletét a raccsal parhuzamos iranyban le
tudtuk tapogatni gy, hogy egy Immx0.lmm -es ablakkal Spm pontossaggal
lépegettiink mintegy 2mme-es szakaszon. Ez természetesen elég gyenge felbontést
ad a feliilettel parhuzamosan, de mivel a merdleges iranyban adott az OWLS
technika rendkiviili felbontoképessége, ezért ez az 1) modszer egyediilallo

mérésekre ad lehetoséget. A 33. abran fehérje monoréteg csikokat lathatunk.
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33. abra: Fibrinogén és antifibrinogén csikok a PLL-g-PEG -gel mintazott szenzoron

= A szenzor kozepén levd 2mm -es szakasz elvileg tetszdleges, gyakorlatilag

maximum 10-20 pontjat kivalasztva ezeken kvaziparhuzamosan tudunk feliileti

adszorpcid kinetikat mémi. ( A "kvaziparhuzamos" arra utal, hogy a kivalasztott

pontokon egymas utan végrehajtunk egy csucsmérést, majd kezdjiik elolrél. Ez azt

jelenti, hogy az idobeli felbontas a csucsok szamanak ndvelésével romlik.) Ennek

jelentdsége, hogy mintazott feliileteket hasznalva tobbféle felszint tudunk egyszerre,

ugyanabban a kiivettaban, gyakorlatilag ugyanolyan koriilmények kozott tesztelni.

A PLL-g-PEG feliiletet pedig fehérjerezisztens tulajdonsdga miatt kivalod

referenciafeliiletként lehet alkalmazni (34. abra).
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34. abra: Parhuzamos mérés a PLL-g-PEG -gel mintazott szenzoron. A

szenzor kozepétdl 0.6 mm-el eltavolodva azt tapasztaljuk, hogy nincs
fehérjeadszorpcio, és a mérési gérbén csak a drift latszik, mig a 0.2mm-
nél mérten 6l lathaté a fehérjék adszorpcidja.

5.2.2  Pdsztdzo mérések sejtmintazatokon

Felhasznalva a fehérjerezisztens polimerekrdl és a sejtes mérésekbdl tanultakat, az

ismertetett mintazat készitd eljaras segitségével sikeriilt sejtmintazatokat eléallitanunk.

Ehhez el6szor a mikrocsatornas eljarassal PLL-g-PEG -el bevont csikokat készitettiink

egy 10 nm vastag TiO, feliiletli ASI 2400pV hullamvezetdre, majd végrehajtottunk egy

a 24. abran lathato standard sejtes mérést. A kisérlet soran haromszor: az elején a

HEPES Z1 pufterban, a szérum adszorpcidé utdn, és végil a sejtek szétteriilése utan -

kihasznalva a moédositott OWLS altal nytjtott 1j pasztazasi lehetOséget - elkészitettiik a

feliilet profiljat (35. abra)
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35. abra: Fehérjeadszopcio és sejtkapcsolodas a PLL-g-PEG -gel mintazott szenzoron

A hasznalt mikrocsatornak szélessége 550 pm, a koztiik 1€vo blokkolt rész¢é pedig 450
Mm volt. Ezek a karakterisztikus méretek jelennek meg a fehérjeadszorpciot abrazolod
gorbén, és az azt kdvetd sejtkapcsolodaskor is. (Vegyiik észre, hogy a sejtek méretiiknél
fogva sokkal nagyobb effektiv torésmutatd valtozast okoznak, mint a fehérjék.) Az
ugyanerrdl a szenzorrdl mikroszkoppal késziilt képen jol latszanak a szétteriilt sejtekbol

allo csikok (36. abra), amik jol megfeleltethetok a PDMS mikrocsatornak méreteinek.
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A

36. abra:
A) Egy 550 pm széles PDMS mikrocsatorna

B) Egy 450 pm széles, a csatornakat elvalaszté bardzda, ami a
mintazatkészitéskor érintkezik a feltilettel

C) A PLL-¢PEG -vel bevont felszinen nem figyelhet6 meg
sejtadhézié

D) Széttertilt oszteoblaszt sejtek a mintazott TiO, feltlet blokkolt
(nem bevont részén)

Sikeriilt tehat elérniink, hogy a sejtek a hullamvezetd feliiletén elkiiloniild
sejtcsoportokat hozzanak létre. Ezeket egyszerre, de kiilon-kiilon tudjuk a modositott
OWLS technikaval méri. Ezaltal lehetdségiink van a toxikologiai modszeriink
statisztikai vizsgalatara, illetve mikrokiivettak hasznalataval egyidében tobb minta

mérésére.
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6 OSSZEFOGLALAS

A dolgozat elsdsorban a szakteriiletemhez: az integralt optikai szenzorokhoz és azok
bioanyagkutatasban torténé alkalmazasaival foglalkozik. Az 1. fejezet tartalmazza a
szenzor milkodésének megértéséhez sziikséges rovid elméleti attekintést és a

szamolasokhoz hasznalt fontosabb egyenleteket.

Ezt koveti a ttmahoz nem szorosan kapcsolodo, de ujszeriisége és alkalmazhatosaga
miatt mégis ide tartozé nyomasmérésrol szolo 2. fejezet. Egy ,kis“ zavaro jelenség
vizsgalatara tervezett, illetve a Dr. Cstics Gabor altal elvégzett mérések adataira
tamaszkodva sikeriilt olyan modellt készitenem, ami nyomas hatasara torténd lehajlasi
mechanizmusra vezeti vissza a szenzor aramladsi sebességtol és egyéb mechanikai

behatasoktol valo fliggését.

A 3. fejezetben a bioanyagok alkalmazasa szempontjabol fontos fehérjerezisztens
polimerekrdl volt sz6. A Dr. Laurance Ruiz kollégdm 4altal szintetizalt foszforilkolin
tartalmi poliuretanok vékony rétegként, integralt optikai szenzor feliiletén vald
alkalmazésa lehetdvé tette, hogy kvantitativ fehérjeadszorpcios vizsgalatot végezziink
ilyen polimereken is. Ez az els6 példa az OWLS technika polimer feliiletek adszorpcios
tulajdonsagainak karakterizalasara torténd alkalmazasara. A fejezet masodik részében
pedig egy vizben oldod6é polimer a PLL-g-PEG kotddési mechanizmusat ¢€s
fehérjerezisztens tulajdonsaganak vizsgalatat tudtuk elvégezni az integralt optikai
szenzor segitségével. A feliiletek XPS-el és ToFSIMS-el valo tanulmanyozasa utan az
OWLS technika segitségével kimutattuk, hogy a polimer ionos kolcsonhatassal
kapcsolodik a fém-oxid feliiletekhez illetve, hogy kivalo fehérjerezisztens
tulajdonsagokkal rendelkezik. ~ Humdén szérum adszorpcidjat vizsgalva a kezelt
feliileteken tobb, mint 95%-os fehérjeradszorpcido csokkenést tapasztaltunk. Ez az
eredmény fehérjeadszorpcid csokkentése terén a vilag élvonalaba tartozik. A polimer
konnyti alkalmazhatosaga és stabilitasa is hozzajarult ahhoz, hogy a PLL-g-PEG fém-
oxid feliiletekre torténd alkalmazasat szabadalmaztassuk is. Az elért eredményeket
felhasznalva a polimer tovabbfejlesztése, funkcids csoportokkal vald ellatasa mar
folyamatban van. Ezeknek a funkcidés csoportoknak segitségével, a polimer
fehérjerezisztens tulajdonsaganak kihasznalasaval olyan szenzorok kifejlesztését

reméljiik, amelyek csak specifikus célmolekulakat mérnek nagy pontossaggal.
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A 4. fejezet az OWLS technika egyik elsé olyan alkalmazasardl szamol be, ahol a
szenzor feliiletén 1évo sejtek kollektiv viselkedését tanulmanyoztuk. A modszer
rendkiviili érzékenysége illetve a folyamatok jo idofelbontassal torténd kovetésének
lehetOsége révén alkalmasnak bizonyult a sejtek és a feliiletek kolcsonhatasanak
vizsgalatara. A sejtek alakvaltozasanak mérése lehetdséget adott a szenzor toxikologiai
célra torténo felhasznalasara. Modell toxinként NaOCl —t hasznalva ki tudtuk mutatni,
hogy 0.02% feletti koncentracid tartomany mar hatassal van a sejtekre. Jelenleg
hormonérzékeny sejteket hasznalva hormonkoncentraciét meghatarozé szenzor
fejlesztésén dolgozunk. A sejtek hatasara torténo félértékszélességének valtozas
magyarazatakor, a folyamat megértése az OWLS elméletének struktiralt feliiletekre
torténd alkalmazasahoz vezetett. Itt érdekes jelenségekre bukkantunk, amiknek

megeértése €s a kihasznalasi lehetéségeiknek feltérképezése még folyamatban van.

Az 5. fejezet a két el6z0 fejezet eredményeire épitve egy Uj alkalmazasi teriiletet mutat
be. Mikrocsatornakat hasznalva sikeriilt elérniink, hogy a szenzorfeliileten a sejtek az
altalunk eltervezett mintat kovetve kapcsolddjanak. Az OWLS mérOmiszer
modositasaval ki tudtuk mutatni, hogy a sejtadhézido hilen koveti a fehérjéek
adszorpcidjat, amit viszont a PLL-g-PEG segitségével kontrollaltunk. A feliilet egyes
részeinek kiilon-kiilon torténd mérésével, és a mikrocsatorndk segitségével rendkiviil
valtozatos mérések tervezésére van lehetOségiink. (Példaul ugyanabban a kiivettaban,
ahol a mérést végezziik, a PLL-g-PEG kezelt feliiletet referenciaként hasznalhatjuk a
parhuzamos OWLS mérések soran.) Jelenleg a PLL-g-PEG mikrokontakt
nyomtatasaval, illetve a modositott polimerekbdl kialakitott strukturalt szenzorfeliiletek

létrehozasaval probalkozunk.

A dolgozatom nem egy lezart kutatdst mutat be, hanem az elért eredmények alapot
jelentenek a munka folytatdsara, mind a fehérjerezisztens polimerek, mind a sejtek,

mind a struktaralt szenzorfeliiletek terén.
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7 TEZISEK

7.1 A kutatas targya és célkitiizései

A biotechnologia korunk egyik legjobban fejlodo iparaga. Termékeit: gyogyszereket,
gyogyaszati segédeszkdzoket, implantdtumokat, analitikai modszereket stb. naponta
hasznaljuk, ezért nem véletlen, hogy az egyik legjobban finanszirozott kutatasi
terliletnek is szamit. Az ¢€l6 szervezettel vald érintkezés ujfajta kihivast jelent az
anyagkutatasnak. A bioanyagok fogalom magaban hordozza a biokompatibilis, azaz a
szervezetbdl karos reakciot nem kivaltd anyagokat éppugy, mint a bioszenzorokon
hasznalt, a szervezet valamelyik részével reagdlé anyagokat. Hagyomanyosan a
bioldgidban a kutatok homogén oldatban vizsgaltdk a reakciokat, az utobbi idében
azonban 10j kisérleti lehetdségek lehetové teszik szamunkra, hogy a reakciokat a

hatarfeliileten vizsgaljuk.

A 70-es években jott létre az integralt optika. Lassan indult Utjara, de villamgyors
fejlodés jellemzi, az egész vilagon optikai hullamvezetoket alkalmaznak a
telekommunikacié terén. Mig az optikai hulldmvezeté a tavkozlés szolgélataban
kornyezetétol elszigetelt, a szenzor-technologia terén nagyon érzékenyen kell reagélnia
kornyezete valtozasaira. Ez a feladat hatdrozza meg a szenzorok szamara alkalmazott
hulldmvezeto felépitését is. Az integralt optikai szenzor egy kényelmes megvalositasa a
fényt optikai raccsal hullamvezetobe becsatold szenzor (Optical Waveguide Lightmode
Spectroscopy). Néhany szaz nanométer vastagsaghi sik hullamvezetében csak
meghatarozott szami diszkrét fénymodus lehetséges. Ezeknek a modusoknak
energiaértékei (azaz a fazissebesség vagy az N effektiv torésmutatd) diszkrét sorozatot
alkotnak, amiknek mérésével informaciot szerezhetiink a feliileten lezajld reakciokrol.
Egy ilyen integralt optikai szenzornak, a hozza tart6z6 mérémiiszernek és szoftvernek a
kifejlesztése volt a feladatom a doktori munkam elsé két évében a Mikrovakuum KFT-
nél. A sikeres szenzorfejlesztés utan, ennek az integralt optikai mérési modszernek
(OWLS) tovabbfejlesztésén dolgoztam. A feladatom a hullamvezeté szenzornak a

modositasa volt, illetve tjfajta fizikai és biologiai alkalmazasi lehetdségek keresése.
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7.2 Kisérleti modszerek

A bioanyagok fehérjeadszorpcios tulajdonsédgainak vizsgalata csak a feliiletek fizikai és
kémiai tulajdonsagainak gondos karakterizalasa nélkiil nem képzelhet6 el. Koénnyen
eléfordulhat ugyanis, hogy a feliileteken jelen 1évé egyenetlenségek, szennyezodések,
és egyéb tényezOk nagy mértékben befolyasoljak a mérési eredményeket. Az altalam

hasznalt feliiletanalizald modszerek a kovetkez6k voltak:

Atomi eré mikroszkopia (AFM), amit féleg a szenzorfejlesztés soran hasznaltam az

optikai racs vizsgalatara illetve a feliilet érdességének mérésére.

Rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS), amit a feliilet kémiai tulajdonsagainak és
a szennyezddés mértékének a megallapitasara, valamint a vékony rétegek

karakterizalasara hasznaltam.

ToFSIMS (Time of Flight Secondary lon Mass Spectroscopy), ami a legfelsé atomi

réteg 0sszetételérol adott fontos informaciot.

jelenlevo esetleges makroszkopikus hibakat, illetve a létrehozott mintazatokat mutatja
ki.

A kutatasaim gerincét alkoté méréseket az OWLS modszerrel végeztem. Az itt hasznalt
szenzor két f6 részbol all: egy iliveghordozora felvitt vékony, nagy toérésmutatoju
hullamvezetd rétegbdl, és az ezen 1évd optikai racsbol, aminek segitségével lehet a
hulldmvezetd modusait gerjeszteni. A gerjesztés He-Ne 1ézer segitségével torténik, és
csak két jol meghatarozott beesési szog esetén jon létre. Ez a két beesési szog
megvaltozik, ha a feliileten vagy annak kozelében barmilyen térésmutatd valtozas
torténik. Ezt kihasznalva, az OWLS méromiiszerrel a beesési szogeket folyamatosan
nyomon kovetve kvantitativ informaciét nyerhetiink a feliileten lezajlo adszorpcios

folyamatokrol 1ng/cm2 (kb. egy szazad monoréteg fehérje) pontossaggal.
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7.3 Uj tudomanyos eredmények

Integrilt optikai sgenzor készitése

Az OWLS méromiiszerekben hasznalt integralt optikai szenzornak, a hozza tartozd
méromiiszernek és szoftvernek a fejlesztésében vettem részt a doktori munkam elsé két
évében a Mikrovakuum KFT-nél. Az itt végzett munkdm eredménye az a jelenleg a
vilagon egyediil nalunk gyartott szenzor lett, amit a kutatdsaim soran is végig

hasznaltam.

Nyomds és dramlds mérése rijfajta optikai médszerrel

Az OWLS technika aramlasi sebességtol és egyéb mechanikai behatasoktol valod
fliggése ismert zavard jelenség volt a mddszert hasznald kutatok korében. Ennek a
zavard jelenségnek a vizsgalatara tervezett, illetve a Dr. Csucs Gabor altal elvégzett
mérések adataira tdmaszkodva sikeriilt olyan modellt készitenem, ami a jelenséget
nyomas hatasdra torténd lehajlasi mechanizmusra vezeti vissza. Ennek a modellnek a
segitségével kimutattam, hogy az integralt optikai szenzor érzékenységének
kdszonhetden nyomads €s aramlasi sebess€ég mérésére is hasznalhatd, ami fontos lehet

extrém koriilmények kozotti nyomasmérés soran.

Az OWLS technika alkalmazisa polimerekre

A bioanyagok és a szervezet kolcsonhatasanak tanulmanyozasakor fontos informaciot
jelent a feliileti biomolekula adszorpcio vizsgalata. A szenzor feliiletére felvitt vékony
foszforil-kolin-poli-uretdn (PCPUR) rétegen elvégzett fehérje és lipid adszorpcios
méréseim nem csak a polimer kivalo biokompatibilitasara mutattak ra, hanem
megnyitottdk az utat a bioanyagok egy 1ij csoportjanak, a polimereknek, ezzel az
integralt optikai modszerrel torténd vizsgalatahoz. (Ez volt ugyanis az els6é példa az
OWLS technika polimer feliiletek adszorpcios tulajdonsagainak karakterizalasara
torténd alkalmazasara.) Az aktivald fehérjékhez tartozd fibrinogén és a y-globulin
adszorpcidjaban tobb, mint 80 szazalékos, mig a human szérum albuminnal (HSA)
illetve a lipideknél 95 szazalékos csokkenést tapasztaltunk a PCPUR feliileteken. Ez
utobbiak esetében az adszorbealddott tomeg abszolut értéke kevesebb, mint 5 ng/cmz,
ami mar a miiszer érzékenységi hataranak nagysagrendjébe esik. HSA és fibrinogén
azonos mértékben kotddik a két kiilonb6z6 PCPUR polimerhez, de kevesebb 1gG-t
talaltunk a magasabb foszforilkolin tartalma PCPUR167 esetében.



7. Tézisek 63

Az integralt optikai szenzorral méréseket tudtam végezni a fém oxid feliileteken
monomolekularis réteget létrehozd, és szintén fehérjerezisztens tulajdonsaggal
rendelkezd poli-L-lizin-poli-etilén-glikol (PLL-g-PEG) polimeren. Kimutattam, hogy a
feliiletre adszorbeal6dod polimer mennyisége fligg a pH-tdl és a feliilet izoelektromos
pontjatol. A polimer kivald fehérjerezisztens tulajdonsaganak koszonhetéen nem csak
vizsgaltam: TiO;, NbyOs és SigaTigsO2. A PLL-g-PEG réteg nagy mértékben
csokkentette a fehérjék adszorpciojat mindegyik  felilleten. A kapott értékek
mindharom feliilleten legalabb tizszer kisebbek a PLL-g-PEG bevonat nélkiili
értékeknél, helyenként pedig olyan kicsik, hogy a mérések egy részénél az Ing/cm’-es
érzékenységi hatar alatt maradtak. Ez szérum esetében kiugroan jo fehérjerezisztens
tulajdonsagnak szamit. Azt is teszteltem, hogy tobbszori mérés sordn mennyire stabil a
PLL-g-PEG réteg, illetve hogy mennyire 6rzi meg a jo fehérjerezisztens tulajdonsagat.
Azt tapasztaltam, hogy tObb szérum-adszorpcids ciklus utdn sincs jelentds
fehérjemennyiség a felszinen, illetve, hogy maga a réteg sem valtozik a kisérlet ideje

alatt.

Az OWLS technika alkalmazdsa sejtek és feliiletek kolesonbatisanak vizsgdlatara

A sejtek feliiletekhez tapadasakor lejatszodod folyamatok egyre nagyobb fontossaggal
birnak a biokompatibilis anyagkutatdsban. A fokalis és kozeli érintkezések
kimutatasakor a mikroszképok felbontasi hatarukhoz érkeztek. Sziikség van olyan
madszerekre, amik segitenek ezen tullépve, a kotési folyamatokban fontos fehérjéket is
figyelembe venni. Az aktivald fehérjék fontossdga régota ismert az irodalomban. A
sejteket feliilethez koto szerepiik jobb megértéséhez nyujthat segitséget az OWLS
technika, kivaltva mas indirekt, id6 és koltségigényes sejtkulturds kisérleteket. Eddig
ezt a modszert fOleg nanoméretii biomolekuldk adszorpciojanak vizsgalatara
alkalmaztak, nekem sikeriilt - a vilagon elséként - stabil, konnyen kezelhet ¢és
reprodukalhatdé OWLS méréseket végeznem oszteoblaszt sejteken. Kimutattam, hogy a
sejtek szétteriilésének kinetikdja tanulméanyozhatd az integralt optikai szenzor
segitségével. A sejtek morfologiai valtozasanak nyomonkovetésére alapozva pedig egy
ujfajta cito-toxikologiai alkalmazéast dolgoztam ki. A modell toxikus anyagnak
valasztott natrium-hipoklorid (NaOCI) hatasara a sejtek Osszehtizodassal valaszolnak.
Tobb ilyen mérést végezve kiillonbozo koncentracioji  NaOCIl-t hasznalva

megallapithatd egy kritikus koncentracio (0.02%), aminél nagyobb koncentraciokra a



7. Tézisek 64

rendszer reagal. Kiilon teszteltem, hogy van-e kiilonbség a fluoresszensen megjeldlt
sejteknek a toxikus anyagra valo reagalasaban. Ebben az esetben a jelolésnek nem volt

szamottevo hatasa a toxikus valaszra.

A sejtek szétteriilésének vizsgalata soran az OWLS cstcsok félértékszélességének
érdekes valtozasat tapasztaltam. Ennek magyarazata az, hogy a sejtek, méretiik miatt,
optikai szempontbol egy feliileti inhomogenitast képviselnek. Ahogy egyre nagyobb
részt foglalnak el a hullamvezetd felszinét6l szamitott 200 nm-es savban — a
hullamtérben, ahol a rendszer érzékeny — egy darabig a csticsok félértékszélessége nd.
Az 50%-o0s lefedettség utan azonban a feliilet megint egyre homogénebb lesz, mert
egyre nagyobb helyet fednek le a sejtek, igy a félértékszélesség ismét csokken. Ezért a
félértekszélesség mérésével egy alternativ. modot taldltam arra, hogy a feliilet
lefedettségét mérjiik. Ez az els6 eset, hogy az OWLS technika alkalmazasa soran nem

csak a cstcsok helyének valtozasabol, hanem azok alakjabol is informaciot nyeriink ki.

Az OWLS technika alkalmazdsa mintizatok karakterizdldsdira

A modern bioldgiai szenzortechnologiaban a fejlodés és kutatas egyik 6 iranya, hogy
hogyan lehetne a mar 1étez6 mérési eljarasokat felgyorsitani és a szenzorokat olcsobba
tenni. Ennek érdekében a mikroelektronikdhoz hasonloan egyre inkabb elétérbe keriil a
miniatiirizalas fontossaga. A szenzorokat minél tobb, jellemzden 1-100 pm karakte-
risztikus méretii elkiiloniilé részre felosztva megnovelhetd a miszerek hatasfoka. Ilyen
mintazatok segitségével lehetéség nyilt olyan szenzorok készitésére, amelyeken egy
idoben tobb mintat lehet mérni, vagy egy mintdn egyszerre tobbféle mérést lehet
elvégezni. A mintazatok készitésére az utobbi idében egyre gyakrabban hasznaljak a
mikrokontakt nyomtatast (microcontact printing), vagy a mikrocsatornakat
(microfluidic networks). Haszndlva a fehérjerezisztens polimerekkel elért
eredményeket és a sejtes mérésekbdl tanultakat, sikeriilt sejtmintazatokat eléallitanom.
Ehhez eldszor a mikrocsatornas eljarassal PLL-g-PEG -el bevont csikokat készitettem
a hullamvezetore, majd végrehajtottam egy standard sejtes mérést. Az OWLS technika
modositasaval lehet6ség nyilt a hullamvezetd egy részét végigpasztazd méréseket
végezni. Ennek segitségével kimutattam, hogy a sejtek — a fehérjék adszorpciojat

kovetve — csak a PLL-g-PEG -el nem bevont részeken tapadnak meg.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFM (Atomic Force Microscope): atomi eré mikroszkop.
AR-XPS (Angle Resolved XPS): allithato szogti XPS.
ASI (Artifitial Sensing Instruments): az OWLS miiszert forgalmazo cég.

BIOS-1 (Biological Integrated Optical Spectroscope): az ASI altal gyartott OWLS

muszer.

CLSM (Confocal Laser Scanning Microscope): konfokalis 1ézer pasztazod

mikroszkop.
FBS (Fetal Bovine Serum): borjuembrid szérum.
Fg (Fibrinogen): fibrinogén.

FTIR (Fourier transformed Total Internal Reflection spectroscopy): Fourier

transzformalt teljes bels6 visszaverddés spektroszkopia.
GPC (Glycerophosphorylcholine): glicerofoszforilkolin.

HCCM (Hepes Containing Cell Culture Media): HEPES pufferolt sejtkultara
tapoldat.

HDI (Hexamethylene diisocyanate): hexametilén diizocianat.

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid): hidroxietil piperazin

etanszulfonsav.
HEPES Z1: 10 mM HEPES puffer, 8 M NaOH —val pH=7.4 —re titralva.
HSA (Human Serum Albumin): humén szérum albumin.
IgG: y-globulin.
[-ToFSIMS (Imaging ToFSIMS): pasztazo ToFSIMS.

OWLS (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy): optikai hullamvezeté modus

spektroszkopia.
PC (phosphorylcholine): foszforilkolin.
PCPUR (phosphorylcholine polyurethane): foszforilkolin poliuretan.

PDMS (polydimethylsiloxane): polidimetil-sziloxan.



PEO (PEG) (polyethylene oxid (glycol) ): polietilén oxid.

PLL-g-PEG (poly-L-lysine-g-polyethylene glycol): poli-L-lizin-g-polietilén-oxid.
RSA (Random Sequential Adsorption): véletlen egymasutanisagu adszorpcio.
SPR (Surface Plasmon Resonance): feliileti plazmon rezonancia.

TE (Transverse Electric): transzverz elektromos.

TM (Transverse Magnetic): transzverz magneses.

ToFSIMS (Time of Flight Secondary Ion Mass Spectroscopy): repiilési i1d6

masodlagos ion tomegspektroszkopia.

XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy): rontgen fotoelektron spektroszkopia.
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