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1 Absztrakt

A Dbaktériumok kimutatasa kiilonbozé oldatokban, folyadékokban fontos mind az
¢lelmiszeripar, mind az egészségiigy szempontjabol. Ezen alkalmazasokban az optikali
hullamvezeté fénymodus spektroszkopia, avagy angolul Optical Waveguide Lightmode
Spectroscopy (OWLS) egy igéretes jelolésmentes modszer, amely akar a baktériumoknal
kisebb fehérjék feliileti kitapadasanak valos idejii mérésére is hasznalhato. Az érzékelés,
egy nagy torésmutatdju hulldmvezetd rétegben terjedd moédusok effektiv torésmutatdinak
pontos mérésén alapul. Elonye, hogy segitségével a kitapadt réteg harom tulajdonséaga, a
feliiletegységre es6 kitapadt tomeg, a kitapadt réteg vastagsaga és toréSmutatoja is

meghatarozhat6. [1]

A technika alapvetéen a hullamvezetd feliilethez jol tapado, kisméretii molekulék (5-50
nm) detektalasara optimalis, a baktériumok érzékelésére szamos kihivast rejt. Tobbek
kozott a baktériumok pontos méréséhez eldzetes €s specifikus feliiletkezelés sziikséges. Az
érzékel6 réteg felvitele soran kritikus a megfeleld feliileti vastagsag, illetve a minimalis

feliileti érdesség elérése.

Munkam soran polimer nanorétegek €s antitestek felviteli eljarasanak optimalizalasa volt
a o6 célom. A felviteli 1épések ellendrzése kiemelkedden fontos volt a folyamat
szempontjabol, ezért minden 1épés utan tobb moddszerrel is vizsgaltuk a kialakitott réteg
vastagsagat és egyenletességét (pl. AFM, profilometria, ellipszometria). A baktérium
detektalas igazolasara pedig E-Coli baktérium adszorpcidjat vizsgaltuk az eldkészitett

szenzor chipek segitségével.



2 Bevezetés

A baktériumok kimutatasa nagy szerepet jatszik az élelmiszeriparban és az egészégiigyben
egyarant, mivel a korhazi fertézések szamat csokkenteni és az élelmiszer biztonsagot pedig
novelni szeretnénk, illetve a gyodgyszerfejlesztésben is komoly szerepe van az ilyen jellegli
kutatasoknak. Azonban ez kiilonb6z6 nehézségekbe iitkdzik, mivel nem steril kornyezetbdl,
hanem vér-, vizelet- vagy mas szennyezett mintabol kell kiindulni és méréseket végezni. gy
természetes, hogy minél gyorsabb, hatékonyabb és pontosabb modszereket sziikséges
kidolgozni a szenzorika teriiletén. Mivel mar molekularis mérésekhez régota hasznalatban
vannak a bioszenzorok, ezért a technika és muszerek fejlodésével kézenfekvo lett, hogy a
koltséghatékonysag, gyorsasag és megfeleld pontossag miatt ezeket alkalmazzak baktériumok
detektalasara is. Az ilyen szenzorok érzékelési folyamata tobbségében, feliileti adszorpcion
alapul, amely molekulak, sejtek, vagy jelen esetben baktériumok szilard feliiletre torténd
kitapadasat jelenti. Azért is hatékonyak ezek a modszerek, mert a feliiletre kitapadt baktérium
mennyiségének fliggvényében bizonyos fizikai jellemzdok valtozdsa (pl.: aramerdsség,
fénytorési mutatd, impedancia) jol megfigyelheté és pontosan mérhet6. Tébb mddszert is
kidolgoztak a hordozoén megtapadt anyagok mennyiségének meghatarozasara (1.4bra). Ezen
modszerek koziil az optikai bioszenzorok, jelentds részét adjak a bakterialis adszorpcid témaju
kutatasoknak és megjelent publikacioknak. Az optikai bioszenzorokon beliil, az az optikai
hullamvezetd fénymodus spektroszkopia egyik eldnye, hogy nagy érzékenységgel

rendelkezik, igy kis mennyiségben jelenlévé anyagokat ki tud mutatni egy oldatbal. [1] [2]
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1.dbra [1]
Publikaciok a bioszenzorokrol altalaban(A) osszevetve a teljes baktériumok detektaldasrol szolokkal(B). A

korok mérete aranyos az adott modszerrel elvégzett kisérletek szamaval



2.1 Célkitiizés

Dolgozatomban szeretném bemutatni az optikai hullamvezetd fénymodus spektroszkopia
(OWLS) technologiajat részletesebben is. Osszefoglalom, hogy milyen fizikai jelenség 4ll a
mérések mogott, és milyen kihivasokat kell megoldani a megfeleld pontossag, illetve a
baktériumok hatékony érzékelésének érdekében. Célunk egy olyan fluidikai kazetta
létrehozasa volt, amiben aramlas fenntartasa mellet lehetséges adszorpcios méréseket végezni.
Ehhez a kitapadas eldsegitésére a chip feliiletén polimer vékonyréteget hoztunk létre. A réteg
megvalodsitasara kétfajta anyag alkalmazasa meriilt fel, polikarbonat (PC) ¢és a ciklikus olefin
polimer (COP). Ezeket folyékony oldat formajaban vittiik a lapkakra. A felviteli 1épések a két
anyag esetében megegyeztek. Ezeket a 1épéseket ellendriztik kiillonb6z6 modszerekkel,
melyek eredményét és a miszerek miikodési elvét szintén ismertetném. Végil pedig
baktérium adszorpciés méréssel szemléltetném, hogy a felvitt vékonyréteggel sikertilt

megfeleld bevonatot képezni a szenzorchipen baktériumok valds idejii érzékeléséhez.

3 Elméleti hattér

3.1 Optikai Hullimvezeté Fénymodus Spektroszképia

Az optikai hullamvezeté fénymodus spektroszkopia, avagy angolul Optical Waveguide
Lightmode Spectroscopy (OWLS) egy optikai elven miik6do, jelolésmentes modszer a feliileti
kitapadas valds idejii mérésére. Elonye, hogy egyszerre a kitapadt réteg harom tulajdonsaga,
a felliletegységre es6 kitapadt tomeg, a Kitapadt réteg vastagsaga és torésmutatdja is

meghatarozhato a segitségével. [3]

3.1.1 OWLS miikodésének elmélete

A mérések alapja, hogy a szenzor chip feliiletén kialakitott hullamvezet6 (waveguide) rétegbe
becsatoljuk a gerjeszté He-Ne lézer sugarat egy, a hullamvezet$ felszinén Iétrehozott
diffrakcios racs segitségével. A  becsatoldas eredményeképp sorozatos teljes
visszaverddésekkel terjed a hullamvezet6ben a fény. Ennek hatasara két megvilagitasi szognél
(ore, arm) ahol az egy teljes belsé visszaverddési ciklus alatt a teljesfaziseltolédas nulla,
rezonancia jelenség figyelheté meg, ami egy evaneszcens elektromagneses teret hoz 1étre a
hullamvezetd réteg feliiletén. Ez a tér a hullamvezetd feliilet f6l6tt nagyjabol 100-200 nm
magassagig terjed. A kialakul6 rezonanciak esetén mérheté a maximalis intenzitas a lapka
sz¢leinél a hullamvezetd réteghez beallitott fotodiodak segitségével. Az emlitett két szog az
effektiv torésmutatokkal nte és ntm (tranzverzalis elektromos €s tranzverzalis magneses
modus) jellemezhetd, amelyek (1) szerint meghatarozhatéak. Mivel az evaneszcens térben

kitapadt anyag mennyisége megvaltoztatja a torésmutatdt a feliilet hataran igy valtozik az nte,
6



az ntm és a hozzajuk tartozé arte, illetve arm szog is, amit lehetséges kvantitativan mérni.
Folyamatosan mérve ezeket a szogeket, valds-idejii értékek hatarozhatok meg a feliileti
rétegekkel kapcsolatban, ami lehetévé teszi a kitapadasi kinetika monitorozasat is. A
rezonancia szogekbdl, illetve a segitségiikkel az (1) alapjan szamitott effektiv torésmutatok,
¢és az oldat (puffer) torésmutatdja (nc) hasznalataval (2) egyenlet alapjan lehet kiszamolni a
kitapadt réteg vastagsagat és torésmutatojat (da ill. na). (4.abra) A kitapadt anyag feliileti
tomegstriasége (M) az (1) és (2) eredményét felhasznalva a (3) egyenlet alapjan szamithato,
feltételezve, hogy a kitapadt anyag egybefiiggd réteget alkot. Az érzékenység nagyon jonak
mondhaté (<1 ng/cm?), azonban a baktériumok mérete Aaltaldban minimum egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a 1étrejové evaneszcens tér hullamvezetére merdleges
kiterjedése, ezért az érzé¢kenység ilyen alkalmazasra nem mindig megfeleld, mert a sejtek csak

egy része esik a mért térrészbe. [3] [4] [5] [6] [7]
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dnp/dcp pedig a torésmutato novekedés (ami minden esetben mérhetd fiiggetleniil)
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Az OWLS szenzor miikédése és felépitése [3]

3.1.2 OWLS miiszer felépitése

Az elébbiekben megismert elvek fizikai megvalositdsa és egy kompakt miiszerben torténd
implementéalasa fontos a mérések egyszerli elvégzéséhez, ezért ismertetném az altalunk
hasznalt MicroVacuum Ltd. altal fejlesztett OWLS 210 tipust miiszer felépitését. Ez a miiszer
képes az evaneszcens térbeli érzékeléssel egyiitt elektrokémiai mérésre is (EC-OWLYS) is, de
ezt a lehetéséget mi nem alkalmaztuk. A baktériumok kitapadasa egy fluidikai cellaban
(kiivetta) zajlik (3.dbra), mivel az adszorpcio folyékony baktérium szuszpenziokbol torténik.
A kiivetta rendelkezik egy befolyo-, illetve kifolyonyilassal, hogy aramoltatni lehessen a
folyadékokat a mérés kdzben egy perisztaltikus pumpa segitségével. Tovabba a cella egyik
oldalat maga az OWLS chip zarja le, a hullamvezet6 rétegével a cella felé forditva, igy a
feliiletére tapadt réteg mérhetd. A kiivetta és a lapka kozott az oldat szivargdsat egy O-gytiri
elézi meg, biztositva a fluidika szigeteltségét. Maga a cella egy fém tartdegységen
helyezkedik el, amit rogziteni lehet a gépen egy kézicsavar segitségével. A gép ezen részét a
beépitett 1éptetdmotor mozgatja egyenletesen +7° és -7° kozott. Tovabba a miiszer képes a
hémérséklet szabalyozasara 20°C-80°C tartomanyban kisebb mint 0,1°C pontossaggal, illetve
nagyjabol 8°C/min hiitési, illetve ftési sebességgel. [8] [9]
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3.1.3 Meérés menete

A mérések harom 6 részbdl allnak (5.dbra), amik ismétlddhetnek egy hosszabb mérés soran.
Az elsé egy alapvonal felvétele nem kitapadd pufferben, aminek ideje alatt meg lehet
hatarozni a tiszta chip, vagyis a hullamvezet6 réteg torésmutatojat (nr) és a waveguide réteg

vastagsagat (dr), igy kikiiszobolhetd chipek kozotti eltérés a mérésbol. A masodik 1épés, az

9



ugyanebben a pufferben oldott anyag kitapadasanak vizsgalata, ami szintén a torésmutatot
(na) és rétegvastagsagot vizsgalja (da), de a hullamvezet6 feliiletén 1évé rétegét. (4.dbra) A
harmadik 1épés pedig mosas, ismét a tiszta puffert felhasznalva, ami azt szolgélja, hogy a
kialakult réteg stabilitasa megfigyelhetd, illetve a ténylegesen a feliilethez tapadt réteg na és

da értéke is mérhet6 legyen. [3]
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5.dbra OWLS mérés iddbeni lezajlasa és a rezonanciaszég eltolodasa [9]

3.2 Feliileti adszorpcio

A baktériumok szenzorra valo kitapadasat el6 lehet segyteni ugynevezett bioreceptorokkal,
amelyek lehetové teszik, hogy ligand-receptor kdlcsonhatasokon keresztiil a baktériumok
konnyebben megtapadjanak a feliileten igy felerésitve a mérhetd jelet (6. abra). Ezek a
receptorok a baktériumok estében a legtobbszor antigén specifikus antitestek. Az antitestek
akarcsak az immunrendszerben, hozzak6tddnek a baktériumon prezentalt antigénekhez. Ezek
alkalmazasa azért indokolt, mert a tipikus baktériumokra érzékeny antitestek megnovelhetik
a rendszer szelektivitasat, specifikussagat. A feliiletre kikotott antitestek és a hozzajuk
kapcsolodo baktériumok feliileti adszorpcidja valtoztatja meg esetlinkben a torési mutatot, de
mas fizikai tulajdonsagokat is, amibdl a mintaban 1évd baktériumok mennyiségére ¢és

crcr

feliiletaranyos tomegére lehet kovetkeztetéseket levonni. [1]
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6.abra A feliileti adszorpcio szemléltetése [12]

3.3 Profilometria

Az altalunk hasznalt ellenérzési modszer a kontakt-profilometria (avagy angolul Stylus
Profilometry) egy mérdfejet vagyis tiit mozgat a feliilet mentén, hogy a magassagrol
informaciot nyerjen. Ezt egy szabalyozasi kor segitségével valositja meg mechanikusan, ami
egy meghatarozott nagysagu erdt tart a tlin a mérés kozben, ezaltal a Z irdnyu elmozdulasokbol
a felszinre vonatkozo adatok kovetkeztethetok. Mivel a technika hasznalatdhoz kontaktusra
van sziikség igy a puha felszinek esetén nem minden esetben lehetséges pontos mérést végezni
a hasznalataval (a réteg esetleges benyomasa miatt). Tovabbi héatrdnya, hogy roncsolni is

képes az érzékenyebb felszineket, illetve lassabb a kontaktmentes képest. [13] [14]

SO i 'l‘y

Machmed vorface

X

7.abra A profilometria berendezés sematikus dbrdja [14]
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3.4 Atomerd mikroszkdépia

Az atomerd mikroszkopia, vagyis atomic force microscopy (AFM) olyan képalkotéo modszer,
amely kozel atomi felbontéssal képes képet késziteni a vizsgalni kivant targyrol. Ehhez egy
egy igen hegyes tii, melynek nem kell elektromosan vezetdnek lennie, de a keménysége elég
nagy. Altaldban a tiik alapanyaga szilicium (Si), vagy szilicium-nitrid (SiN). A tombi
sziliciumbol elektrokémiai-, vagy fokuszalt ionsugarasmarassal, illetve fotolitografia
segitségével alakitjak ki a tii geometridjat igy elérhetd, hogy a hegyének gorbiileti sugara
parszor 10 nm-es tartomanyba essen. [15] A tii egy rugds tartobkonzolhoz van erdsitve; az
ebben ébredd eré6 mérése az AFM feladata. Mérésének alapja a thi és a feliilet kozott fellépd
atomi vonzd ¢és taszitd erdk hatdsara, a meghajlé konzolra iranyitott, fokuszalt 1ézerfény
kitérése. Ezt az elmozdulast egy négyszegmensii fotodetektor érzékeli. A detektor, mar a
rug6lapka 0.01 nanométeres meghajlasat is tudja mérni. Ebbdl addédik a miiszer nagy
érzékenysége. A fotodidda szegmensein mért fesziiltségbdl kiszamolhato, hogy a 1ézerfolt
pontosan hova vetddik a detektor feliiletén, amibdl mar koénnyen meghatdrozhaté a ti

helyzete. [16]
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8.abra AFM miikodésének szemléltetése [16]
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Az AFM haromféle tizemmodban hasznalhat, amelyek a tii mozgatasanak mikéntjében
kiilonboznek. Kontakt tizemmodban van a mintahoz legkozelebb a tii hegye, ekkor erds
taszitas jellemzi a tli-minta kolcsonhatast. Nem-kontaktus tizemmodban a tli hegye az erésen
taszito tartomanyon kiviil marad. Az un. ,,tapping” vagy kopogtat6 iizemmoddban a kontaktus
¢s a nem kontaktus tartomany kézt mozog a tii hegye. Az AFM a konzol elmozdulaskor a
fotodioddan létrejovo fesziiltségvaltozast méri, amibdl a szamitogép segitségével allit eld kettd-

¢s haromdimenzios képet. [16]

3.5 Ellipszometria

A klasszikus ellipszometria a minta feliiletérdl visszavert fénysugar polarizacids allapotanak
mérésén alapszik, ahol egy ismert orientaltsdgu linedrisan polarizalt fénysugér, elliptikusan
polarizdlva verddik vissza (9. abra). A detektalt ellipszometriai szogek (¥, A) hullamhossz
szerint felvett spektrumdbdl meghatarozhatok a feliileti rétegek optikai tulajdonsagai, mint
példaul a torésmutatd, vastagsag, morfologia és érdesség. A hasznalatanal nehézséget okoz,

hogy csak nagyon pontos mérés esetén képes a feliilet torésmutatdjat és vastagsagat is

meghatarozni. [17] [18]

Linear Elliptic
polarization polarization

9.abra Ellipszometria mérés sematikus abrazolasa [19]
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4 Anyagok és protokollok

A Kkisérletekkel egy olyan polimer bevonati OWLS chip 1étrehozasa a cél, amelyen a polimer

réteg minél kisebb feliileti érdességgel és 10-50 nm rétegvastagsaggal rendelkezik, hogy

vizsgalni lehessen baktériumok adszorpcios képességét az adott polimereken. Az ehhez

hasznalt anyagokat, modszereket, rétegfelviteli és ellendrzési 1épéseket szeretném ismertetni

ebben a fejezetben Két fajta polimer felvitelét és ellenérzését végeztiik el, hogy vizelet és

baktérium adszorpciodhoz is optimalis réteget tudjunk kialakitani a feliileten. Ez a két polimer

a polikarbonat (PC) és a ciklikus olefin polimer. (COP)

4.1 Alkalmazott vegyszerek

Polikarbonat gyongyok (77elektronika Kft.) amelyeket xilolban (VWR) lettek
feloldva

Ciklo olefin polimer (COP, Zeonor 1060 R) eldszor xilolban, majd késdbbi mérés
soran hexanban (VWR) oldottuk fel.

Mivizelet (77 elektronika)

MQ viz

2%APTES (Sigma-Aldrich), pH 7.0-ra allitasa ecetsavval

metanol (VWR)

1x PBS (foszfat pufferes sooldat) (Sigma-Aldrich)

Az antitestek rogzitésére Mix&Go™ Biosensor (Anteo technologies Pty Ltd.,
Australia) nevli immobilizalé reagens. Ez az anyag a bioszenzor chipre torténd
felvitele utan (30 perc) képes a biomolekuldkat fixdlni a feliileten, rdaddsul az
antitesteket orientalva tudja megkotni. [20]

Ezenkiviil egy masik antitest rogzitési modszert is kiprobaltunk, ahol gliciloxipropil-
trimetoxiszilannal (GOPS; Sigma-Aldrich) kotottiik a PoteinA fehérjét (Sigma-
Aldrich) a feliilethez. A ProteinA orientdlva tudja megkotni az antitesteket. A
méréseinkben 0,5 mg/ml ProteinA fehérje oldatot hasznéltunk, amelyet MES
pufferben oldottunk. A 25 mM MES (2-(N-morfolino)-etanszulfonsav) puffert MES
hidratbol (Sigma-Aldrich) és MES so6bdl (Sigma-Aldrich) allitottuk dssze és 6,00 pH-

ra allitottuk.
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e Antitestek: Szabdé Doéra (SOTE) altal kivalasztott DH5a E. coli baktérium torzsre
tesztelt antitesteket hasznaltuk (ELISA teszt). Az egyik ilyen poliklonalis antitest
(ThermoFischer, 7213) és a masik (BioRad, 4329-4906). Mind a két antitestet MES
pufferben oldottuk és 150 pg/ml koncentraciot hasznéltunk a méréseinkbe.

e DH5a E. coli (SOTE) baktérium torzset hasznaltuk 4McFarlandos és 108 sejt/ml
koncentracioban. A baktériumokat fiziologias s6oldatban taroltuk és higitottuk,

e 1 mg/ml PLL-g-PEG (SuSoS AG, Svajc) 10 mM Hepes pufferben (7,4 pH) oldva

e 0,2% I-block (Applied Biosystems) 1x PBS-be oldva

e 5% BSA (borju szérum eredetii albumin, Sigma-Aldrich) oldat 1x PBS-ben oldva

4.2 Feliiletkezelés

4.2.1 Tisztitas

Mivel a legkisebb feliileti szennyezddés is befolyasolhatja a kialakult réteget és az OWLS
mérés hitelességét, igy a chipeket fontos a rétegfelvitel eldtt megtisztitani minden nemil
szennyez6déstol, ezért erre egy kromkénsavat alkalmazo protokollt hasznaltunk. Az elsé 1épés
a lapkak tomény kromkénsavban aztatasa volt 3 percig, majd Milli-Q (MQ) vizes 6blités 20
masodpercig, majd 5 ml kalium-hidroxidot oldottunk 100 ml MQ-ba, amelyben 3 percig
voltak a lapkak, hogy semlegesitsiik a kromkénsavat. Ezutan szonikaltuk 10 alkalommal 1
percig és a szonikalasok kozott MQ vizzel oblitettiink, végiil a OWLS chipeket nitrogéngazzal

szaritottuk.

4.2.2 Szilanizalas GOPS hasznalataval

Az els6 1épésben 150°C-on vakuum alatt, 1 6ran keresztiil szaritjuk a tisztitott szubsztratot
vakuumos szarit6 szekrényben. Ezutan kovetkezik a gazfazisu szilanizacio, ami soran 100 ml
xilolt toltiink a reaktoredénybe, €s a fiitést a xilol forrasahoz allitjuk be. A xilol forrasa utan
5ml GOPS-t 6vatosan az edénybe pipettazunk, majd 5 orat varunk, hogy a reakcio végbe
menjen. Mivel a xilol egy illékony oldoszer, ezért ez 1d6 alatt potolni kell az oldathoz.
Mosassal tavolitjuk el a nem specifikusan adszorbealddott szildn molekuldkat a felszinrdl.
Intenziven mossuk (xilol, metanol, xilol) és végiil metanolban 5 percig szonikaljuk. A
szubsztratot 110°C-on vakuum alatt 1 o6ran keresztiil vakuumszaritoszekrényben szaritjuk.

Végiil, ha nem hasznaljuk fel azonnal a kezelt lapkat, Exikatorban taroljuk maximum 1 hétig.
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4.2.3 Szilanizalas APTES hasznalataval

A kromkénsavval tisztitott OWLS chipeket feliiletét hidrofobba tettik APTES-sel, annak
érdekében, hogy a PC és COP réteg homogénen és nem tal vastag régben boritsa a felszint.
Ehhez 3-aminopropil-trietoxiszilan (APTES) 2%-os oldatat készitettiik el MQ vizben, majd
ecetsav segitségével a pH értéket, titralassal 6,8-7,2 tartomanyba allitottuk. Ezutan az APTES
oldatot pipettaval felvittiik a lapkakra ugy, hogy teljesen fedje a feliiletet és egy oran at allni
hagytuk, majd lemostuk a feliiletrél tobbszorés mosassal, metanol-MQ viz-metanol-MQ viz
sorrendben ¢és nitrogéngazzal megszaritjuk. Végiil vakuumkemencében 120°C-on beégetjiik

a réteget két oran at. Idaig a 1épések a két bevonat esetén megegyeznek.

4.2.4 Oldatkészités

A PC és a COP polimereket szilard gyongyok formajaban bocsatotta rendelkezésre a
77Elektronika Kft., ezért elsé 1épésként a polimerekbdl felvihetd, folyékony oldatot kellet
készitenlink. Ehhez eldszor a gyongyoket vakuumkemencében szaritottuk 40°C-on harom
oran at. A PC gyongyoket ezutan tetrahidrofuranban oldottuk 0,36 mg/ml toménységben. A
teljes oldédashoz egy napra volt sziikség. A COP gyongyoket ugyanilyen szaritds utan,
xilolban oldottuk fel 5; 7, illetve 10 mg/ml todménységben. Az oldodas ebben az esetben tobb
mint egy napig tartott, de ennyi id6 utdn sem oldddott fel teljesen az anyag, mivel ez 1d6

elteltével is csapadékot lehetett megfigyelni szabad szemmel az oldatban.

4.2.5 Polimer rétegek levalasztasa

A COP esetében a felvitel el6tt szonikalasra volt sziikség, hogy a csapadékot feloldjuk az
oldatban. Az elkészitett oldatok felvitelét forgotarcsas réteglevalasztas (angolul spin coating)
segitségével végeztiik, mely soran a késziilék vakuummal tartja helyén a kezelni kivant mintat,
majd a bedllitott fordulatszam szerint a tengelye koril porgeti. Két fordulatszamot és
iddtartamot kell meghatarozni a rétegfelvitelhez, egy eldporgetést, amely azért sziikséges,
hogy a felesleges anyagot lelokje a felszinrdl. Ez 500 RPM ¢és 5 masodperc volt minden lapka
esetén. A masik a felporgetési fordulatszam ¢€s id6tartam, amely a rétegvastagsagot allitja be.
Ezek az értékek 2000RPM 20 masodperc volt a kisérletek soran. Az értékek beallitasa utan,
pipetta segitségével csepegtettiik fel az oldatot ugy, hogy az oldat teljesen fedje a feliiletet,
majd elinditottuk a felporgetést. A réteg tulajdonsagainak valtoztatasdhoz a felcsepegtetések

(felporgetések) szamat valtoztattuk, és ellendriztiik milyen hatassal van a kialakult feliiletre.
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4.3 Mérési protokollok
Ebben a fejezetben azt szeretném ismertetni, milyen bedllitdsokkal, illetve lépésekkel

végeztiikk a méréseket.

4.3.1 Ellipszometria

A rétegvastagsagi térképeket 60°-os szognél készitettiik, mikrofokuszald hasznalataval. A
kiértékeléshez felépitett modellhez harom réteget alkalmaztunk, a hordozé réteget, BK7 iiveg,
a kozépso, hullamvezetd réteget Cauchy, optikai racsos, a felsé COP réteget pedig Cauchy

szerint kozelitettik.

432 AFM

A mérésekhez pMasch szilicium tiit hasznaltunk, aminek a paraméterei a kovetkezok: a hegy
sugara 8 nm, rezonancia frekvencidja 325 kHz, rugéallandoja pedig 40 N/m. A miiszert a
mérésekhez az 50x50 um-es képek készitéséhez 512x512 pixel felbontasra allitottuk, 0,2 Hz
tiimozgatasi frekvencia mellet. A 15um x 15pum méretli képekhez szintén 512x512 pixeles
felbontast alkalmaztunk, 0,3 Hz frekvencia mellett. Az 1pm x 1pm teriileten is 512x512 pixel
felbontast, és 1,5Hz frekvenciat allitottunk be.

4.3.3 Vizelet adszorpcidja PC rétegen
Az elso 1épés az alapvonal felvétele, MQ viz hasznalataval (-10- 0 min). A masodik 1épés
pedig a steril emberi vizelet aramoltatasa 1 ul/s sebeséggel. (0-50 min) Az utolsé 1épés pedig

a mosas

4.3.4 E.Coli adszorbciéo COP rétegre

Els6 1épés a MES puffer alapvonal felvétele volt, hogy meg tudjuk hatarozni az iires, de
beaztatott chip tulajdonsagait. (0-28 min) Ez utan kovetkezett a Mix&Go injektalasa, 400 puL
mennyiségben. (28-62 min) A kovetkezo 1épés a nem stabilan kikotott M&G eltavolitasara a
felszinr6l MES pufferes mosassal. (62-100 min) A negyedik lépésben injektaltunk a
rendszerbe 400 ul MES pufferben oldott 7213-nyul antitestet. (100-131 min) Ezt a 1épést is
MES pufferes kovette a nem kikotott antitestek eltavolitasa érdekében (131-189 min). Ezutan
puffer csere kovetkezett MES-1dl fiziologids sooldatra, hogy fel tudjuk venni a baktérium
kitapadashoz méréséhez sziikséges alapvonalat. (189-230 min) Az utolso el6tti 1épés a 4
McFarland E-coli baktérium oldat aramoltatasa volt 1 pl/s sebeséggel. (230-245 min) Végiil

a nem adszorbealodott baktériumok lemosasa kdvetkezet fiziologias soval. (245-300 min)
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435 E.Coli adszorpcioja blokkolas utan
A mérést megeldzden a lapkat szilanizaltuk GOPS haszndlataval, majd ProteinA oldatban

hagytuk allni 9 6rén at.

Az els6 1épés MES pufferes alapvonal felvétele (0-60min) pumpaval aramoltatva az oldatot.
A masodik 1épésben 400 uL 150 ug/ml MES pufferben oldott antitestet injektaltunk a
rendszerbe. (60-90min) A kovetkezd 1épés a mosas volt MES puffer segitségével, hogy
eltavolitsuk a nem kikdtott antitesteket pumpaval aramoltatva. (90-120 min) Ezutén a puffert
HEPES oldatra cseréltiik, hogy meg tudjuk hatarozni az 0j alapvonalat, szintén aramoltatva.
(120-150 min) Az otédik Iépésben 400 pl 1 mg/ml koncentraciéja PLL-PEG HEPES
pufferben elkészitett oldatat injektaltuk aramlas nincs. (150-180 min) Ezt ismét mosas kovette
HEPES puffer hasznalataval pumpas aramlassal. (180-210 min) Egy ujabb puffer csere
szlikséges, a fiziologias sooldat alapvonaldnak felvételéhez pumpaval aramoltatva. (210-
240 min) A nyolcadik 1épésben kezdtiik meg a 10® sejt/ml E.Coli baktérium dramoltatasat.
(240-270 min) Végiil pedig a fiziologias sooldattal torténd mosas kovetkezett, hogy csak a

stabilan adszorbealddott baktériumok maradjanak a felszinen. (270-300 min)

5 Eredmények

5.1 Rétegek karakterizalasa

Az ellendrzés soran az el6zOekben ismertetett Iépéseket figyeltik meg kiillonbozo
modszerekkel. Arra voltunk kivancsiak, hogy a felpdrgetés paramétereinek, mint a
fordulatszdm, oldat-toménység, illetve a felporgetésszam moddositasa, hogyan befolydsoljk a
kialakult réteg vastagsagat és feliileti érdességét. Az ellendrzd mérések egy részét tiveglapon
végeztiikk, hiszen igy is ugyanolyan informdaciét kapunk a feliileti topografiar6l és

rétegvastagsagrol, de nem kellett hasznélnunk értékes OWLS chipeket.

5.1.1 Profilometria

A kialakult réteg vastagsaganak eldzetes ellendrzése profilometriaval tortént. Ezt karcolas
elézte meg, hogy az iiveg ¢és a felvitt réteg elkiiloniiljon egymastol. Az I.tablazatban a
kiilonbozo felporgetés szam rétegvastagsagra gyakorolt hatasa lathatd. Ezeket a méréseket a
mar ismertetett modon kezelt iiveglapokkal végeztiik, de ilyen ellenérzések csak a PC-vel
kezelt lapkan torténtek. A piros csik jelzi a karcolat helyét a z6ld pedig a felszint, amihez

viszonyitottuk a karcolat mélységét.
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A kiilonbozo szamu felporgetésnél mért rétegvastagsagok

Polikarbonat vastagsaga

Egyszeres felporgetés

3,1 nm

6,3 Nm
Kétszeres felporgetés 9,8 nm
11,9nm
Haromszoros felporgetés | 15,7 nm
1.tablazat
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11.abra Kétszeres rétegfelporgetés utan a profilométerrel mért rétegvastagsag
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12.dbra Haromszoros rétegfelporgetés utan a profilométerrel mért rétegvastagsag

A mérések alapjan megallapithatd volt, hogy a legtdbb lapka esetén kialakult egy elkiiloniild
réteg, amelyben lathatok voltak a karcolasok. A mérések alapjan a feliileti vastagsagok
megfeleldnek tlintek, kiilondsen a kétszeres felporgetés esetében, viszont a képek alapjan is
lathat6, hogy nem mindig egyértelmiiek a karcolasok, vagyis rétegvastagsagok, illetve ezek
csak a vastagsagra vonatkoz6 informaciok voltak, igy a feliileti érdesség és az alakzatok
megismeréséhez tovabbi vizsgdlatra volt sziikség, amelyhez AFM-et és ellipszometriat

hasznaltunk.

5.1.2 Ellipszometria

Az elkészitett réteg vastagsaganak egyenletességét nagyobb feliileten (1x1 cm, illetve 2x2 cm
teriileten) ellipszometrias méréskkel is ellendriztik. Ezzel a moédszerrel a felvitt réteg
vastagsadganak eloszlasarol tudunk informaciodt szerezni ugyanakkor a kialakult feliileti
alakzatok a mddszerrel nem figyelhet6k meg, azok tanulmanyozasa céljabol AFM méréseket

végeztiink.

5.1.2.1 PC réteg

A mérések alapjan megfigyelhetd, hogy a réteg nem egyenletesen teriilt el a felszinen,
vastagsaga atlagosan 35 nm. A képek alapjan pedig lathato, hogy 10 nm magassagu alakzatok
alakultak ki a rétegen, a rétegek homogenitasa viszont kérdéses, ezért AFM ellen6rzés is

szlikséges a simasag megmérésére.
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13.abra Egyszeresen felporgetett PC réteg ellipszometrids rétegvastagsag terképe

5.1.2.2 COP réteg

A COP réteg esetében is elvégeztiik ezt az ellendrzést, de a mintakat nem iiveglap feliiletén,
hanem OWLS chipen vizsgaltuk. A mérések alapjan lathatd (2.tdbldzat), hogy a réteg
vastagsagat az oldat toménysége jobban befolyasolja, mint a felporgetések szama. A 10 mg/ml
koncentraciorol megallapithatd, hogy mar tilsagosan vastag réteget eredményez az OWLS
mérésekhez, mar egy felporgetés esetén is. A képek alapjan lathatd, hogy a rétegen 10-20 nm
magassagu alakzatok is kialakultak. A legegyenletesebb és egyben legvékonyabb réteget az
5 mg/ml és egyszeres felporgetés esetén sikeriilt elérni. A réteg kompaktsaganak ellendrzése

AFM segitségével lehetséges.

Az oldat toménység és felporgetés szam hatdsa a rétegvastagsdagra

COP Porgetés- COP
konc. szam rétegvastagsag
10 1x 35-50 nm
mg/ml
5 1x 1-5nm
mg/ml
5 3x 17 —37 nm
mg/ml
7 1x 19 - 25 nm
mg/ml
5 1x 14 — 25 nm
mg/ml
5 3x 16 — 29 nm
mg/ml

2.tablazat
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14.abra COP réteggel bevont mintarol késziilt ellipszometrids rétegvastagsag térkép, amely

a COP bevonat vastagsaganak laterdlis eloszldasat szemlélteti. Rétegkészitési paraméterek:

5 mg/ml. egyszeres felporgetés

Thickness # 2 in nm vs. Position
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15.abra COP réteggel bevont mintarol késziilt ellipszometrias rétegvastagsag térkép, amely
a COP bevonat vastagsaganak lateralis eloszlasat szemlélteti. Rétegkészitési paraméterek:

7mg/ml. egyszeres felporgetés
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16.abra COP réteggel bevont mintarol késziilt ellipszometrias rétegvastagsag térkép, amely
a COP bevonat vastagsaganak lateralis eloszlasat szemlélteti. Rétegkészitési paraméterek:

10mg/ml. egyszeres felporgetés

5.1.3 Atomerdémikroszkopos ellendrzés

A lapkak feliileti topografidjarol részletesebb informécidora van sziikség, mint amit a
profilometria vagy ellipszometria szolgaltatni tud, ezért AFM segitségével készitettiink
képeket non-contact moédban. Ezzel a modszerrel, mar a feliiletrél tudunk informaciot szerezni
mind magassagban, mind pedig elhelyezkedésben, illetve a feliileti érdességet is ki lehetett

szdmolni a mérések alapjan.

5.1.3.1 PC réteg

Minden felporgetésszam mellett készitett mintarol 3-3 képet készitettiink, a PC esetében
50x50 pm, 15x15 um és 1x1 um teriileteket pasztazva, hogy mikroszkopikusan is meg tudjuk
vizsgalni a feliiletet. A mérésekhez ugyanazokat az tiveglapkakat hasznaltuk, amelyeket a

profilometria soran is.
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17.abra Egyszeres PC felporgetés 50x50um-es AFM kép

18.abra Egyszeres PC felporgetés 50x50um-es topogrdafiaja
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20.abra Ketszeres PC felporgetes 50X50um-es topogrdfidaja
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21.abra Haromszoros PC felporgetés 50x50um-es AFM képe

22.abra Haromszoros PC felporgetés 50x50um-es topografidja
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A feliileti érdesség RMS értékei felporgetésszam és a vizsgalt teriilet szerint PC esetén

Egyszeres Kétszeres Haromszoros
felporgetés felporgetés felporgetés
50x50pum 10,61nm 7,04nm 6,71nm
15x15um 10,39nm 6,49nm 7,49nm
IxIum 2,06nm 5,32nm 6,55nm
2.tablazat

A mérések alapjan lathato, hogy a PC rétegnél hegyes strukturak alakulnak ki. A felporgetés
szammal lathatéan egyre siiribben helyezkednek el, amivel a réteg is egyre inkabb osszefiiggd
lesz. A PC felszinek egyenletesnek mondhatok a kisebb és nagyobb feliiletek vizsgalata esetén
is. Elmondhaté az is, hogy a PC-b6l kisebb szemcsék keletkeznek a harmadik felporgetés
soran. A felporgetések szama befolyasolja a réteg érdességét (2.tdbldzat) és a maximalis
struktura magassagat, vagyis a masodik és harmadik réteg felporgetése simabb és jobban fedd
réteget produkal, mint egyszeres felporgetésnél, de a réteg vastagsaga is n6 a felporgetés szam

novelésével.

5.1.3.2 COP réteg

A COP oldattal kezelt lapkak feliiletét is ellendriztik AFM-mel, hogy informaciot kapjunk a
feliileti alakzatok méretérdl és elhelyezkedésérdl. E méréseknél nemcsak iiveglapkan, hanem
hasznalt OWLS chipeken is ellendriztiik a COP réteget. A készitett képek az AFM prescan

lizemodjaban késziiltek.

23.abra COP 7mg/ml, egyszeres felporgetées iiveglapra
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24.dbra COP 5mg/ml, egyszeres felporgetés tiveglapra

64.2 nm

0.14 pm
0.00 pm

25.abra COP 7mg/ml egyszeres felporgetés OWLS chipre

COP oldattal kezelt lapkak feliileti érdességének RMS értékei a felporgetések szama és az

oldat toménysége szerint

Egyszeres Héromszoros | Egyszeres Héromszoros

felporgetés felporgetés felporgetés felporgetés

iivegen iivegen OWLS chipen OWLS chipen

5mg/ml | 7mg/ml | 5mg/mi 7mg/ml | 5Smg/ml | 5Smg/ml
50x50um | 49,5nm | 85,9nm | 45,4nm 2,2nm 43nm | 4,2 nm
10x10um | 26,4nm | 39,7nm

3.tabldzat
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Az eredmények alapjan jol lathato, hogy COP oldat is rogoket képez a feliileten, viszont azok
egymastol tavolabb helyezkednek el és nagyobb méretliek is, mint a PC esetében. Tovabba
megfigyelhetd volt, hogy a felporgetések szdma €s a toménység nem befolyésolja érdemben
a kialakult réteget sem vastagsagban, sem érdességben olyan egyértelmiien, mint a PC-nél.
Erdekes viszont, hogy az OWLS chip feliiletén simabb réteget képzett az oldat, mint az
iivegen. Késdbbi ellendrzések soran kidertilt, hogy a nagyobb rogok oka lehet a nem megfeleld

oldészer hasznalta, amire a felvitel el6tti szonikalas sziikségessége is utalt mar.

Ezért ciklohexanban valo oldassal is kisérleteztiink. Ami soran azt tapasztaltuk, hogy a COP
jol oldodik ebben az olddszerben, és 5-10 mg/ml koncentracioban jol boritja a felszint, illetve
sima rétegeket tud 1étrehozni mind tiveg mind APTES-sel kezelt feliileten.

14 nm

13
12

-
o

N W A~ OO N o ©

o

26.dbra 5Smg/ml Ciklohednban oldott COP egyszeres felporgetés iiveglapra

5.2 OWLS mérések

Az eddigi 1épések és eredmények hitelesitésére, adszorpcios méréseket végeztiink OWLS
miiszer hasznalataval, hogy lassuk valoban sikeriilt-e olyan réteget 1étrehozni a feliileten,
amivel mérhetd a Kitapadas. A szenzor chipet is a leirtak szerint kezeltiik, viszont az

ellendrzesi 1épéseket nem végeztiik el a mérés elott.

5.2.1 Vizelet adszorpcioja PC rétegen

A PC réteg hasznalhatosaganak ellendrzésére, vizelet adszorpcidjat vizsgaltuk, hiszen ez is
egy lehetséges kozeg a baktériumok méréséhez. Az OWLS chipre egyszer porgettiik fel
0.36mg/ml toménységli PC oldatot. Az alapvonalat MQ vizben vettiik fel hozzavetdlegesen

10perc alatt majd hozzaadtuk a vizeletet a rendszerhez, amelyet 50 percig aramoltattunk a
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rendszerben, majd masfél éra MQ vizes mosas kovetkezett, hogy a nem adszorbealodott,

gyengén kotott molekuldkat lemossuk a feliiletrol.
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217.abra Steril emberi vizelet kitapadasa

Az OWLS chipre felvitt PC vékonyréteghez a mérés soran 600 ng/cm? vizelet k&tddstt ki,
amely a mosas utan 80 ng/cm?-re csokkent. Ez utobbi feliileti tomegsiirtiség mutatja a stabilan
kitapadt mennyiséget. Amivel szamolni kell, ha vizeletbdl kell baktériumokat kimutatni. A

mérés alapjan elmondhato, hogy sikeres volt a kitapadas a PC feliiletre.

5.2.2 E.Coli adszorpcidja COP rétegre

A méréshez hasznalt chipet a mar részletezett modon tisztitottuk, majd COP oldattal vontuk
be, 2000RPM fordulatszammal és egyszeres felporgetéssel. A baktérium hozziadasa elott a
chipre, a kitapadast segité anyagokat vittliink fel. Az elsé a Mix&Go (M&G) nevil feliilet
aktivalo reagens, ami az antitestek orientalt, és jobb kitapadéasat segiti el a feliileten, valamint
amérési id6t is jelentdsen roviditi. [20] A baktérium esetén azért fizioldgias sooldat a hordozo

kozeg, mert ez tudja biztositani az 0zmotikus egyensulyt a sejtfal két oldala kozott.
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28.dbra E.Coli baktérium kitapadasanak mérése COP rétegen

A mérés soran a Mix&Go (135ng/cm?) és az antitest (281 ng/cm?) nagy mennyiségben
kitapadt a felszinre. A baktérium is lathatan megjelent a felszinen (88 ng/cm?), viszont a
mosast kdvetden mar csak nagyjabol 1 ng/cm? maradt a felszinen E. coli baktériumbol. Mivel
ez a milszer érzékenységének a hatara igy a kitapadas kétséges. Igazolast nyert, hogy ezen

aramlasi koriilmények mellett a baktériumok irreverzibilisen tapadnak ki a feliiletre.

5.2.3 E.Coli adszorpcidja blokkolas utan
Mivel a COP réteg is legalabb 20 nm vastag a felszinen, és erre vissziik fel anagyjabol 10nm
vastag Mix&Go, majd az antitest réteget, igy mar az evaneszncens tér hatarara tudnak csak

tapadni a baktériumok ezért COP réteg nélkiil is végeztiink mérést.

A MES puffreben felvettiik az alapvonalat, majd Antitestet injektaltunk a rendszerbe. Az
antitestek OWLS chipre kitapadt feliileti tomegstrisége 409ng/cm? volt, ami minimalis
drifttel allt be. Ezutan puffercsere kovetkezett, majd a PLL-PEG oldatot injektaltuk a
rendszerbe, ami nem tapadt ki a feliiletre, mivel 0 ng/cm? feliileti tomeg stiriiség értéket
kaptunk PLL-PEG polimerre. Jelent6s drift volt tapasztalhato a fiziologias alapvonalnal ezért

exponencialis illesztéssel korrekciot hajtottunk végre. A fiziologias sooldattal felvett
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alapvonal korrekcio utan, az E.Coli baktérium feliiletre kitapadt tomege a maximalis jelnél

121 ng/cm?, és lemosas utan 46 ng/cm?. A baktérium kitapadasat a mikroszképos képek is

igazoltak. (30.dbra)

500

400

M (ng/cmz)
N
o
o

I ! I ! I
Mes puffer
H

‘ _\Mes puffer

10 mM HEPES puffer

1 mg/ml PLL-PEG

fiziol6gias oldat

.d.

E. coli 10° sejt/ml

antitest (bioRad poliklonalis)

0

50 100 150 200 250 300 350

Id0 (min)

29. abra E.Coli adszorpcios mérés ProteinA-val kezelt chipen
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30. dbra A fiziologias sooldattal felvett alapvonal korrekcioja exponencialis illesztéssel.

31.abra A baktériumok optikai mikroszkopos képe a kiivetta kozepénel
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Lathato, hogy az antitest jelentés mennyiségben kitapadt a Protein-A-val kezelt feliiletre (325
ng/cm?). A PLL-PEG feliiletre kitapadt tomegére 0 ng/cm?-ot kaptunk, vagyis nem tortént
meg a kitapadés. A fiziologias sdoldattal felvett alapvonal korrekeid utan, az E.Coli baktérium
feliiletre kitapadt tdmege a maximalis jelnél 121 ng/cm?, és lemosas utan 46 ng/cm?.A PLL-
PEG nem blokkolja jol a baktérium adszorpciot, mivel rosszul tapad ki a feliiletre, ezért
nagyobb feliileti tomegstiriségli baktérium maradt a feliilleten. Azonban maximalis jelnél és
lemoséas utan jobban karakterizalhatd mennyiségek tudnak kitapadni, mint Mix&Go-val

tortént mérés estében.

6 Osszefoglalas

Az MTA-MFA-EK Nanobioszenzorika kutatocsoportjandl egy folyamatban 1évd kutatashoz
(VEKOP-RUBA) csatlakoztam, ami soran ipari megrendelésre végziink méréseket egy vizelet
analizator egység kifejlesztéséhez. Munkam sordn egy fluidikai kazetta miikod6képességét
alatamaszté méréseket végeztem OWLS miiszer hasznéalatdval. Ennek megavaldsitasara egy
OWLS szenzorchip feliiletén, egy polimer réteg létrehozasa volt a cél, amely par tiz
nanométeres rétegvastagsaggal és a lehetd legkisebb feliileti érdességgel rendelkezik. Erre a
célra két fajta polimer, polikarbonat (PC) és ciklikus olefin polimer (COP) allt rendelkezésre.

Munkam sordan a polimerek felhasznaldsdval oldatot készitettem, majd az oldatokbdl
vékonyréteget alakitottam ki a chipek felszinén. A felviteli paraméterek valtoztatasaval, a
réteg tulajdonsagainak javitasa volt a cél. A valtoztatdsok kialakult rétegre gyakorolt
hatasanak ellendrzésére, tobb modszert (Profilometria, Ellipszometria, Atomerd mikroszkop)
is alkalmaztam. Az ezek alapjan a PC esetében sikertilt 20-30 nm-es rétegvastagsagot is elérni,
5-10 nm feliileti érdesség RMS mellet. A COP esetében is sikeriilt a 15-30 nm vastagsagu
réteg 1étrehozasa, akar 2-5 nm feliileti érdesség elérésével OWLS chip-re felvitt réteg esetén.
Az igy létrehozott chip alkalmazéasaval, vizelet és baktérium adszorpciojat mértem. A
baktériumok kitapadasara kétfajta immobilizacios modszert teszteltiink, Mix&Go és ProteinA
hasznalataval és az utobbi biztatdé eredményeket mutat. Az utdbbi esetben sikeriilt megfeleld

mennyiségll baktérium adszorbealddott a feliileten.

A tovabbiakban a ciklohexanban oldott COP hasznalataval tervezziik folytatni a vizsgalatokat.
Ahhoz viszont, hogy meggy6zddjlink a modszerek felhasznalhatosagardl tovabbi kisérletekre
van sziikség. Az elkésziilt chip hasznalataval tovabbi baktérium adszorpcidés méréseket is
terveziink, hogy lassuk sikeriilt-e a megfeleld réteget és immobilizaciods eljarast kialakitani,

amely validalja a vizeletanalizal6 berendezés mitkodoképességeét.
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