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1. fejezet

Bevezetés

A P3SENS Eurépai Uniés multidiszciplinaris egytuttmiikodés célja egy olyan tébbcsa-
tornas polimer alapu fotonikus kristaly bioszenzor tervezése, és gyartasa, mely olda-
tokban rendkiviil kis koncentraciéban (< 1 ng/ml ) jelenlévé molekulak koncentracié-
valtozasanak jelolésmentes monitorozasara alkalmas, emellett olcsd és hordozhato.
Egy ilyen bioszenzor lehetévé tenné kiilonbo6z6 betegségmarkerek kimutatasat kis
mennyiségli vérbdl. A tobbcsatorna tobb szempontbdl is elényos lehet, egyik elonye
az egy betegségre jellemzo6 kiillonb6z6 markerek kimutatasa, masik a tobb kiillonb6z6
betegség szimultan felismerése. A projekt f6 célja agyi betegségek korai felismerése,
olyan egyszeri sziirOvizsgalat kifejlesztése, mely nem igényel specialis infrastrukturat.

Az altalunk hasznalt OWLS technika jelolésmentes, valésidejii, molekularis in-
terakciok detektaldsra alkalmas médszer. A chip a vékony filmréteg technikat alkal-
mazva, egy hordozobdl és a rajta kialakitott vékony (~170 nm), nagy térésmutatéji
filmréteghdl all, mely optikai hullamvezetoként mikodik. A fény ebben a hullamve-
zetO rétegben csak meghatarozott moédusokban terjedhet, a moédusok érzékenyek a
feliileti viszonyokra. A hatarfeliiletek torésmutatd viszonyainak megvaltozasabdl ko-
vetkeztethetiink a chip feliiletére adszorbedlédott tomegre.

A projekten beliil feladatunk a CRP antigének kimutatédsa az ket érzékel6 antites-
tek minél jobb immobilizalasa altal. Az altalunk hasznélt OWLS filmrétegre megfelel6
kémiai el6készités utan rogzitjilk a CRP antitesteket, amelynek feliiletkémiaja meg-
egyezik a kifejlesztés alatt allé fotonikus kristaly bioszenzor felszinével. A receptor
(antitest) immobilizalds els 1épéseként kiillonboz6 felilletkémiat alkalmazva megvizs-
galjuk a modositott feliiletek és az antitestek kolcsonhatasat, majd az antigének ko-

t0dését az antitestekhez. A klasszikus glutaraldehides technikat osszehasonlitottuk



a polietilén-iminnel (PEI-vel) aktivéalt felilletekkel. Valasztasunk azért esett a PEI-s
elokészitésre, mert viszonylag egyszerti mdodszer és a PEI nagy stirliségben tartalmaz
szabad amino-csoportokat, amely elonyosnek tlinik mas, hagyomanyos kémiai proto-
kolokhoz viszonyitva, de ezt kisérletileg még senki nem vizsgalta korabban. A glutar-
aldehides kezelést hagyomanyosan amino-szilanizalt feliileten alkalmazzak, amelynek
soran magas homérsékleten torténd beégetést alkalmaznak; a szililezés paraméterei
esetenként megakaddlyozzak az alkalmazasat.

Valédi diagnosztikai eszkoz készitéséhez nem elég az antitest-antigén kolesonhata-
sokkal foglalkoznunk, mivel a vizsgalandé molekulaink komplex oldatban, pl. vérben
(szérumban, vérplazméban, stb.) talalhatok, ezért vizsgalatainkban marhaszérumos

modell kisérletek is szerepeltek.



2. fejezet

Antitest antigén kolcsonhatas

2.1. Immunrendszer

Az immunrendszer alapfunkcidja, hogy kiilonbséget tud tenni a sajat és nem sajat
strukturak kozott, és azokra eltér6 moédon reagal. Az immunrendszer felismerd, infor-
mécidkat tovabbito és effektor (végrehajtd, pusztitd) funkcidkat ellaté rendszer.

Antigénnek nevezik azokat a strukturakat, melyeket a funkcionalisan érett adap-
tiv immunrendszer felismer. A sajatként felismert strukturdkra az immunrendszer
toleranciaval valaszol, a nem-sajatként felismert struktirak immunvalaszt valtanak
ki, ami az azt el6idéz6 antigén semlegesitéséhez, fajlagos elpusztitdsdhoz vezet. A
kornyezetbol a szervezetbe keriilo strukturak jelentés része fertozést okozo patogén.
Valamennyi patogén egyben antigén is.

A patogének azért nem képesek minden esetben érvényesiteni a korokozd hata-
sukat, mert a természetes immunrendszer sejtjei mar néhany perccel a fert6zés utdn
aktivalodnak. Ha ezt a védelmi vonalat attorik, akkor adaptiv immunvalaszt valtanak
ki. Tehat minden patogén antigén, mert immunvalaszt valt ki, de nem minden antigén

patogén. [2]

2.1.1. Az immunoglobulinok

Az immunglobulinok olyan glikoproteinek az immunglobulin szupercsaladban, ame-
lyek ellenanyagként funkciondlnak. Az ellenanyag és immunglobulin elnevezéseket
gyakran egymads helyettesitésére hasznaljak. El6fordulnak a vérben és a szoveti fo-
lyadékban, csakigy mint szamos valadékban. Szerkezetiiket tekintve globulinok. Az

ellenanyagokat az immunrendszer B-sejtjeibdl szarmazé plazmasejtek termelik és va-



lasztjak ki. A folyamat soran a B-sejtek a nekik megfelel antigént megkotik, akti-
valédnak és plazmasejtté, vagy memoriasejtté differencidlédnak. Az aktivalodashoz

rendszerint a T-sejtek tamogatasa is sziikséges.

2.1.2. Az ellenanyag szerkezete

Az immunglobulinok nagy molekulaméretii plazmafehérjék, melyekhez gyakran cu-
korlancok kapcsolédnak az N-terminalis részén.

Az ellenanyagok alapviza egy monomer, de az ellenanyag lehetnek monomer, di-
mer, trimer, tetramer, pentamer stb. A monomer egy ,Y”-alakii molekula, amely
két egyforma nehézlanchél és két egyforma konnyi lancbél all. Az egyes lancokat
egyméssal diszulfid-hid koti 6ssze. A nehézlancok 450-550 aminosavbdl allnak. A ne-
hézlancoknak egy konstans régidja van, amelyik azonos az adott osztalyba tartozd
immunglobulinok esetén, és egy variabilis régioja, amely eltéré az egyes B-sejtek im-
munglobulinja esetén, de azonos az adott B-sejt altal termelt immunglobulinok vonat-
kozasaban. A kiillonb6z6 régiok doménekbol alnnak melyek hossza kb. 110 aminosav.
Minden konnytilanc két doménbol all, egy konstans és egy variabilis domén alkotja.
A konnytilancok hozzavetolegesen 211-217 aminosavbol allnak.

Az Y7-alaki monomer két nehéz- és két konnyt lancbél all. Ez Gsszesen hat-
nyolc konstans domént és négy variabilis domént jelent. Az "Y" againak végeit Fab
fragmensnek hivjak, ami a nehéz- és a konnyt-lanc egy-egy variabilis és konstans
doménjébdl all és egytittesen alkotja az antigén kotd helyet a monomer N-termindlis
végén. A két variabilis domén a nekik megfelel6 antigént koti.

A szervezetben talalhaté immunglobulinok az antigének rendkiviil széles korét
tudjak megkotni, ezt a diverzitdas a szomatikus rekombinécié hozza létre.

Az Fc fragmens, ami az ,)Y” alapjat adja, két nehézlancbdl all, és két, ill. harom
doménbél &ll (attdl fiiggden, hogy milyen izotipusrél van sz6). Az Fe rész a kilon-
bo6z6 sejtek receptoraihoz és a komplement proteinekhez kapcsolédik. A kapcesolodés
kovetkeztében az ellenanyag kiilonb6zo hatasokat valt ki, mint példaul opszonizacio,

sejtlizis, degranulacié és egyéb folyamatokat.

Az IgG molelkula szerkezete

Az IgG egy olyan monomer immunglobulin, amely két nehéz- és két konnyt-lancbol
all. Minden molekula két antigént képes megkotni. Ez a legnagyobb mennyiségben el6-

fordulé immunglobulin, amely mintegy felerészben a vérben, illetve a szovetek kozti



folyadékban taldlhaté. Az immunglobulinok koziil csak ez az izotipus képes a mag-
zatba jutni.

Az IgG szamos patogénhez kapcsolodik, igy virusokat, baktériumokat és gom-
békat kot, és veliik szemben megvédi a szervezetet egyrészt a komplement rendszer
aktivdldsdval (klasszikus 1t), mésrészt a korokozok opszonizacidjat (fagocitézis) és

toxinjaik semlegesitését okozza.

2.2. Az antigén-antitest kapcsolédasa

Az antigén és ellenanyag kapcsoldddsdnak feltétele, hogy megfelel kozelségbe (0,1-
0,2 nm) kertiljenek egymassal és kialakulhassanak az immunkomplexet 6sszetarté nem
kovalens kolcsonhatésok. Ilyenek a Coulomb-erck, H-kotések és van der Waals-erok.
Az antigén-antitest kapcsolodas legegyszeriibb forméja, amikor univalens ligandum
(haptén) reveribilisen kapcsolodik az Ig antigénkétd helyéhez.

Az antigénkoto hely és a monovalens ligandum kapcsolddasa reverzibilis, a kéleson-
hatas soran az antigén koncentracidjatol és a kapcsolodas erdsségétol fiiged dinamikus
egyenstlyi allapot alakul ki. A kapcsolodas erésségének mértéke az ellenanyag affinitéa-
sa, amelyet azzal az antigén-koncentracioval jellemezhetiink, mely a rendszerben 1évo
antigénkoto helyek felének telitéséhez sziikséges. Az antigénnek ez a mélban kifejezett
koncentraciéja a disszocidciés konstans (Ky). A kisebb Kjy-érték nagyobb affinitast
jelent. A K4-érték az antigénre specifikus ellenanyagok esetében 1077 — 10~—11 M/1
kozott valtozhat.

Az antigének altalaban multivalensek, azaz tobb szerkezetileg kiillonb6z6 epito-
ppal rendelkeznek. Az antigén és ellenanyag-molekula koélcsonhatdsa mindenekel6tt
az antigénkotéhely és a megfeleld epitop kapesoldédasan alapul. Az univalens haptén
is kapcsolodik az antitesthez, ez a kolcsonhatds azonban altaldban nem befolyasolja
az ellenanyag fizikai allapotat. Bivalens ellenanyag és bivalens antigén esetén mar
képzédhetnek az oldatbol kivalé komplexek, hosszu lancok vagy gytirts szerkezetek.
Multivalens antigén az ellenanyag-molekuldkkal altalaban az oldatbdl kivald komple-
xek képzédését eredményezi. 2]

Az els6dleges antigén-ellenanyag kapcsolodason alapuld eljarasok affinitas alapt
elvalasztasi modszerek. Az eljaras soran az egyik komponenst szilard hordozéhoz kap-
csoljuk, a méasik komponenst oldatban alkalmazzuk. A kolcsonhatas eredményeként a

hordozéhoz kotott komponenshez kapcesol6déd ligandum az elegy tobbi 0sszetevdjétol



elvalaszthato.

A legtobb analitikai eljards soran a az ellenanyaghoz vagy az antigénhez kovalensen
valamilyen jelz6 molekulat kapcsolnak, aminek segitségével az oldatbdl a szilard fa-
zishoz kot6d6 komponens jelenléte kimutathatd. A jelz6 reagens tipusatél (radioaktiv
izotop, enzim, fluorogén, luminogén anyag) fiiggéen a kovetkez6 méddszereket hasz-
naljak: radio-immunassay(RIA), enzime-linked immunoassay (ELISA), fluoreszcens
immunesszé. [1] A késébbiekben ismertetem az altalunk haszndlt mddszert, melynek

nagy elonye, hogy jelolésmentes technika.

2.3. Az altalam hasznalt antigén - C-reaktiv fehérje

A CRP a pentraxinok csaladjaba tartozik. A C-termindlison talalhaté a pentraxinokra
jellemzo6 200 aminosavbdl allé6 domén, melynek jellegzetes épitokove a 8 aminosavboél
allo konzervativ pentraxin szakasz. A pentraxinok akut fazis fehérjék, gyulladast,
traumat vagy fertozést kovetoen szérumszintjiikk tobbszorosére emelkedik. Két nagy
csalddot kiillonboztetiink meg: a hosszu és a rovid pentraxinokat. Az el6bbiek jelleg-
zetessége az aminoterminalis doménen taladlhaté 174 aminosav hosszisagu szakasz.
Utobbiak 5 vagy 10 azonos alegységbdl feléptilé sugaras, pentamer fehérjék.

A CRP 5 azonos 23 kDa tomegi alegységhdl épiil fel. Az alegységek nemkovalens
kotésekkel egy kozponti pérus kortl szimmetrikusan kapcsolodnak ossze. Az alegy-
ségek két kalciumion jelenlétében ligand megkotésére képesek. Ligandjai a kromatin,
a hisztonok, kis ribonukleoproteinek, glikanok és foszfolipidek. A Clq globularis do-
ménjén keresztil képes a ligandasszociadlt vagy aggregalodott CRP-t megkotni és ez
altal a klasszikus komplement kaszkadot aktivalni.

A CRP szintéziséért dontéen a majsejtek felelések, bar lokalisan, kisebb mértékben

limfocitédk, monocitak, simaizomsejtek, endotélsejtek és makrofagok is termelhetik. [3]



3. fejezet

OWLS

3.1. A moddszer fizikaja - hullaimvezet6 médusok

Két dielektrikum hatarfeliiletére 6 szogben beesé koherens fénysugar megtorik,
és a Snellius-Descartes torvénynek megfeleléen 0 ¢ szogben halad tovabb. Az egyes
fizikai mennyiségek indexei a 3.1 abran jelolt kozegekre utalnak.

Ha csupén 3 rétegre egyszeriisitjik a modellt (elhagyjuk az adlayer-t), akkor:

npsinfp = negsinfes. (3.1)

Ha np > ncg, akkor teljes visszaverddés torténik az adott hatarfelileten. Ha a
filmréteg egy vékony, nagy torésmutatoju dielektrikum, akkor benne a teljes vissza-

verddések sorozatdabol iranyitott fényterjedés, hullamvezetés johet létre. Ilyenkor a

/\
l

3.1. dbra. A négyrétegii hullimvezetd sugaroptikai szemléltetése. A legalsé S réteg, a hordozd kozeg,

melyen az F filmréteg taldlhatd. Felette taldlhat6é az A(dlayer), adszorbedlédott anyag. A legfelss

C-vel jelolt réteg az angol cover (fedd) szobol szarmazik, magyarul feddréteg.[6]



fény a hullamvezetében terjed, de kdzben minden egyes visszaverédéskor behatol a

hullamvezetével érintkezd kozegbe, az evaneszcens hullammal.

Grafing | Dot mark

[ |
= — F (waveguide film)

S (substrate glass)

4T >

3.2. abra. A chip felépitése, az optikai raccsal.[13]

A hullamvezetd chipek esetén ezeket a fizikai jelenségeket hasznaljuk. Az optikai
chip egy iiveghordozéra felvitt kb. 170 nm vastag nagy torésmutatoju dielektrikum,
filmréteg, melyben a fény diszkrét modusokban terjed. A film feliiletén talalhato egy
optikai racs (3.2 abra), ami altal diffraktélt fény indul el a hullamvezetében, és a
sorozatos visszaverodésekkor énmagéaval interferal. Csak abban az esetben torténik
hullamvezetés, amikor a becsatolt fény 6nmagaval fazisban van, azaz egy ,cikk-cakk”
soran 2mm (m=0,1,...) fazistolast szenved.

Ha a médusokat a Maxwell-egyenletekbdl vezetjiik le, akkor homogén dielektri-
kumra kell felirni az egyenleteket. Ha aram- és toltésmentességet tételeziink fel, akkor
két fiiggetlen csoportra bonthatbéak az egyenletek: transzervz elektromos (TE) eset-
ben a TE hulldmok elektromos térerésség vektora parhuzamos a felillettel (E = E,),
transzverz magneses esetben (TM) a TM hullaimok méagneses térer&sségvektora par-
huzamos a felillettel(H = H,).

A Maxwell-egyenletek megoldasaként monokromatikus sikhulldmot feltételezve
megkaphatjuk a vezetett modusok téreloszlasat.

TE mddusra:

E,p(2) = Ae™™#=r2 4 Bem™*=r% ha — dp/2 <z < dgp/2 (3.2)
E,c(z) = Celk=clC=dr/2) " ha 7 > dp /2 (3.3)
B, c(2) = Delk=clGHar /2 ha 7 < dp /2 (3.4)

10



Ez a megoldasa a hullamfliggvénynek a hulldimvezeto filmen kiviil exponencidli-
san lecsengé teret tételez fel. A hatarfeltételek szerint az elektromos és a magneses
térerosségek tangencidlis komponense a hatarfeliileteken folytonosan megy &t, ezt
kihasznalva azt kapjuk, hogy a z irdny1 terjedési allandé () minden térrészen meg-

egyezik.

k2, + 8% =kn5 J=S,F.C (3.5)

Ezek felhasznédlasaval a hullamvezeté modus jellemzésére bevezetjik az effektiv
torésmutatét (N), mely a hulldmvezetétél és az evaneszcens tér altal érzékelt torés-
mutatotol fiigg. A effektiv torésmutatd hatarozza meg a hullimszamvektor z kompo-
nensének nagysagat.

s

N= (3.6)

A hatarfeltételek felhasznalasaval megoldhatjuk a fenti egyenletrendszert, mely

eredménye a haromrétegii sikhullaimvezeto egyenlete.

201/ N2 — n2 20 v/ N2 — n2
dpky/n3 ne ¢ nes S (3.7)

— N? —arctan — *——— —arctan — —“‘———= = 7m,
nc  \/n% — N2 ns n% — N2

ahol a médusszam: m=0,1,2... és p = 0 TE mddus esetén, p = 1 TM modus esetén.

Sugaroptikaval is a fenti megoldashoz juthatunk, ha a filmrétegen belill két sik-
haladnak. Két sikhullam kozti fazistolas a hatarfeliileteken torténd teljes visszavero-
déskor és a terjedésbol adodé fazisvaltozas soran johet létre. A visszaverodés miatti
fazisvaltozas targyalhaté tgy is, mintha a fénysugar behatolna a szubsztratba illet-
ve a fedérétegbe (az evaneszcens tér mintdjara), majd onnan visszafordulva ismét a
hullamvezetében terjedne. Ebben az esetben a fazistolas visszavezetheto az optikai
uthossz valtozasara.

A hulldmszam vektorok a filmen belil:

kF,fel = (kF,faoaﬁ) és kF,le = (_kx,Fa()?B) (38)

A hulldmvezetéshez nem elegendo a teljes visszaverddés, a fénynek két teljes vissza-
ver6dés utan fazisban kell maradnia énmagaval (konstruktiv interferencia). Ez a ko-

vetkez6 feltétel teljesiilése esetén igaz:

11



2dpk5\/n%—N2+<I>F,s+(I>F7c = 2mm. (39)

A 3.9 egyenletben ® az egyes hatarfelilleteken torténé fazisugrast jelenti [6], amit

megkaphatunk a Fresnel-féle reflexios egytitthatébol:

2p k 0 ha TE
q)F,J — 2arctan (nF) 2=d ahol J = S, C és p = . (3'10)
ny 2 F 1 ha TM

A fenti két egyenletet (3.9,3.10) Gsszevonva megkaphatjuk a kordbban mar bemu-

tatott harom réteges sikhullamvezeto egyenletét.

3.1.1. A hullAmvezet6 médusok négy réteg esetén

A becsatoldsi szoget a chip széleinél talalhaté fotodiodak segitségével mérjiik. A meg-

/////

geket mindkét iranyban, ezen maximumok eltolodasa jelzi a feliiletre tapadt moleku-
lakat.

'1,0 T T T T T T T
o
08} SV Vo
06 —T— / ’
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0,0 = ' -
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)

al

3.3. dbra. A kiilonb6z8 médusok becsatoldsi szogei (fekete vonal) és eltolédasa(kék vonal). Bal oldalon
TE moédus, jobb oldalon TM médus.
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A becsatolas feltétele abban az esetben, ha optikai raccsal torténik a becsatolas:

N:nosinole/i\, (3.11)

melyben A a megvilagito 1ézer hullamhossza vakuumban, ng jeloli a levegé torés-
mutatojat, [ a diffrakcio rendjét, A pedig a racsallandot.

A modusok effektiv torésmutatdihoz (Nrg és Nryr) a becsatolasi szogek mérésé-
vel, és azok behelyettesitésével a 3.11 egyenletbe juthatunk el. Ha egy folyadékfazisbol
torténd adszorpcios folyamatot elemziink, akkor a négyrétegii sikhullamvezeto elmé-
letet kell haszndlnunk. A 3.9 egyenlet vékony (d4 < \) adszorbedlodott réteg esetén,
azt feltételezve, hogy a torésmutatd csak z irdnyban valtozik, a Fresnel-féle reflexios

koefficiensek felhasznalasaval a kovetkezd alakra hozhato:

B ] (P ET 3 9t

— arctan [<W2p> M] — arctan [<nFQP> M] . (3.12)

nc n% — N2 ng n% — N2

A 3.12 egyenletben szereplo ng, ng, ng torésmutatok és a hullamvezeto dp vastag-
saga ismert, mérheté mennyiségek, na és d4 pedig a hullamvezetére adszorbealdédott
réteg torésmutatdja illetve vastagsaga, amikre kivancsiak vagyunk. A transzverz elekt-
romos moédusra p = 0, a transzverz magneses modusra p = 1 értéket kell hasznalni.
Ha a két kiillonb6z6 modusra megmérjik az N effektiv torésmutatot, akkor az igy

kapott két egyenletb6l ny és da kiszamithaté.[5]

3.1.2. Anizotrép réteg kezelése

Anizotrép kozeget nem lehet egyetlen torésmutatéval helyesen jellemezni. Egyten-
gelyl kettostoré kozegek eseten sziikség van ordindrius (n,) és extraordinarius (n.)
torésmutaté bevezetésére a korabban hasznalt adlayer téresmutato helyett (n,). Azon-
ban ezt nem hasznalhatjuk fel kozvetlentil a modellalkotasban, hiszen a mérések csak
két fliggetlen értéket szolgaltatnak, amelyek nem elegendéek a harom fliggetlen opto-
geometriai jellemzé (n,, ne, d,) meghatérozasara. Megoldast jelenthet viszont, hogy
ha az izotrép modellt alkalmazzuk a mérési eredmények kiértékelésére, és azt vizsgal-

juk, hogy milyen eltérést okozhat az, ha anizotrop réteget kezeliink izotrépként.
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Belathato, hogy a feliileti tomegstirtiségre gyakorolt hatasa az anizotropia jelen-
létének elhanyagolhato. Ez azt jelenti, hogy az izotrép modellel kapott M értékek
akkor is helyesnek tekinthetdek, ha a kitapadt réteget egytengely kettostorés jellem-
zi. Ez azonban nem &llapithaté meg sem a torésmutaté (n,), sem a vastagsig (d,)
értékekrol, mert azok torzulnak a helytelen modell alkalmazasa miatt. Ezt a torzu-
last pedig felhasznéalhatjuk arra, hogy a réteg kettostorését jellemezziik. Az adlayer
torésmutatojara kapott érték elemzésébol megallapithato, hogy a kettostorés negativ
vagy pozitiv. Abban az esetben, ha a kapott érték a helyesnek vélt valos értéknél na-
gyobb, a kitapadt réteg negativ kettéstord, ami utalhat arra példaul, hogy a feliileten
réteges rendezédés alakult ki két eltérd torésmutatoju anyag rétegzédésébol. A torés-
mutaté alulbecslése ezzel szemben pozitiv kettdstorést jelent, ami oszlopos rétegzodés
kialakulasara utalhat.[10]

0008 0004 0000 0004 0.008

.’?0- ,Ie

3.4. dbra. Izotrép modell alkalmazasaval kapott vastagsig értékek 1 nm-es anizotrop rétegre

Az adlayer vastagsdganak alakuldsa bonyolultabb a térésmutatééhoz képest.
Adott vastagsagu, kilonbozé mértéki kettdstord réteget feltételezve, és alkalmaz-
va ra az izotrép modellt, a kapott vastagsdg értékekben egy ponton szingularitas
jelenik meg (?7). A szingularitds helyét befolyasolja, a puffer torésmutatéja és az
ordinarius és extraordindrius torésmutatok nagysaga. Ez azt jelenti, hogy ha a réteg
kettostorése a szingularis pontnak a kornyékén van, akkor a szamolt vastagsagértékek

nagymértékben szérni fognak, és akéar eléjelet is valthatnak.[16]
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3.1.3. A kitapadt tomeg becslése

Homogén adszorbealddott anyagot és konstans vastagsagot feltételezve a mért effektiv
torésmutaté segitségével a modusegyenletekbol meghatarozhatoé az adlayer vastagsaga
és torésmutatoja. Ezen paraméterek segitségével megbecsiilheto a feliiletre adszorbe-
alodott tomeg(M).

Az egységnyi feliiletre kitapadt tomeg (M) megadhaté a kovetkezd formaban:

M= / (co(2) — Corgar) 2. (3.13)
0
A
haz <d
T (3.14)
0 haz > dy
kozelités hasznalva
M = (CA — Coldat) . dA. (315)

A fenti egyenletekben cq40; az oldat koncentracidja, z a filmrétegtol vett tavolsag, ca
atlagos koncentracié és d4 atlagos vastagsag.

Feltételezve, hogy ca > coaar azt kapjuk, hogy

M = CAdA. (316)
Ekkor a kitapadt réteg torésmutatdja az alabbi képlettel definidlhato:

d
nyg :nc+CA£, (3.17)

ahol n¢o a puffer torésmutatdja, melyben a molekuldkat feloldottuk.[7]

A dn/de ardny a molekuldk polarizalhatésagatol fiigg, melynek kvaziuniverzélis
értéke 0.182 cm3/g a legtobb fehérjére. Ha a 3.17 képletbdl kifejezziik ca-t, és behe-
lyettesitjiik a 3.16 egyenletbe, akkor az egységnyi feliiletre kitapadt tomeg igy irhaté
fel:

napa — nNg
dn/dc

A mérések elemzésekor a 3.18 egyenletet hasznalja a kiértékel6 program.

M =dy (3.18)
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3.2. A méromiiszer felépitése és miikodése

Méréseinkhez az ASI BIOS-1 berendezést hasznaltuk, melynek felépitését a 3.5 abran
lathatjuk.

3.5. dbra. A méréberendezés - ASI BIOS-1. — 1. Aramoltatott oldat, 2. perisztaltikus pumpa, 3.

polarizdtor, 4. kiivettatart6, 5. a cellabdl tavozé folyadék [13]

A miszer lézerrel miikodik, mely a chipen elhelyezett optikai racs segitségével becsa-
tolédhat a hullamvezeto filmrétegbe. A becsatolasi szogek megtaldlasa egy goniomé-
terrel és a chip két végén elhelyezett fotodiddaval torténik. A stabil lézernyaldbhoz
képest a goniométer elforditja a chipet az éra jarasaval megegyezd és azzal ellentétes
iranyba, mikdzben a fotodiédék detektaljak a fényintenzitdsat, és a szamitogép rogziti
az adatokat a forgatasi szog fiiggvényében.

A miikddéséhez sziikséges kuvettan két nyilas taldlhato, egyik a feltoltésre szol-
gal (bemenet), masikon tédvozhat a felesleges folyadék (kimenet). Méréseinkhez sziik-
séglink van a cella idonkénti atoblitésére, ez egyszertien kivitelezheté perisztaltikus
pumpaval. Azonban kisebb mennyiségben sziikséges oldatokat nem dramoltathatunk
tobb centiméteres fluidikan, ezeket az oldatokat Hamilton-fecskendével juttatjuk a
cellaba. A rugalmas cserék érdekében a projekt el6zo fazisaban kifejlesztésre kertilt a

szeptumos injektalé rendszer, melyen a bemenet konnyen cserélhetd.[12]
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3.6. abra. Az el6z6tesen kifejlesztett szeptumos injektor rendszer

A berendezés néhany paramétere tablazatba foglalva:

Hullamvezetd tipusa | OW 2400 (Mikrovakuum Kft.)
Meérete [ =48 mm, h = 0.6 mm, w = 16 mm
) Film anyaga Si02-TiO,
Chip
Film torésmutatoja | ngp > 1.7
Film vastagsaga dp = 150 — 200 nm
Optikai racs 2400 vonal/mm
Lézer tipusa He-Ne
Fényforras
Lézer hullamhossza | A = 632.8 nm

Effektiv torésmutaté pontossiga | £107°

Pumpalasi lehetoségek perisztaltikus /fecskendés

Szoftver Asi2.exe

3.1. tabldzat. A mérdberendezés adatai

17



4. fejezet

Meérések menete

4.1. A mérésekhez hasznalt felilletkémia kivalaszta-

Sa

Ha fehérjéket (antitesteket) immobilizalunk figyelembe kell venniink, hogy a mole-
kuldk erdsen kolcsonhatnak a szilard feltletekkel, képesek akar letekeredni a ma-
ximdlis kontaktusért. Igy az optimélis immobilizdlds minimalizdlja az antitest és a
feliilet kozott fellépo kolesonhatasokat. Erre alkalmas hidrofil réteg a polietilén-glikol
(PEG), poli-vinil-alkohol (PVA) és a dextran. Az antitestek orientacidja is fontos
szempont, specifikus orientécié elérheté nemkovalens kotésekkel, példaul az antitest
specifikus protein A vagy G segitségével. Kovalens kotodés az Fe-régié szénhidrat
részén lehetséges, vagy a tiol csoportok felszabaditasaval (lanckozti diszulfid-hidak
csokkentésével).[14, 15]

Az altalunk valasztott megoldés a feliiletet neutravidines (N.Av.) bevondasa, majd
ehhez rogzitjiik a biotindlt antitesteket. A neutravidin elénye a nagy affinitas, sze-
lektivitas biotinra, és megfelel6 iranyt kotodést biztosit, ha a biotin az Fe-région
talalhato.

A polietilén-imin (PEI) hasznalatéra esett a vilasztds (kereszkotve glutdaraldehid-
del) a fenti okok miatt, mely egy ,ragadds” polielektrolit, ismert, hogy nagy affini-
tassal kot szerves és szervetlen feliiletekre. Az otletet a [9] publikédcid ihlette, a PEI
szabad amino csoportjai és az antitestek kozott kémiai keresztkotések létrehozasa,

avidin-biotin kapcsolaton keresztil (lasd 4.1 dbran).
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’ Neutravidin

®  Biotin

) Jof
Anti-CRP IgG

L2 C-reaktiv fehérje

4.1. dbra. Sematikus 4bra a PEI-s immobiliz4l4srol.

4.2. Elokészitési munkalatok

A méréshez sziikséges oldatok elballitasa, Osszetétele

Méréseinkben biotinalt anti-hCRP antitesteket és rekombindns CRP antigéneket

hasznaltunk.

PBS 1db PBS tabletta 200 ml Milli-Q vizben valé feloldasaval foszfat pufferelte
sooldathoz jutunk. A PBS izoténids oldat: ozmolaritasa és ionosszetétele nagyban
hasonlit az emberi szervezetben jelenlévé oldatokéra. pH-ja 7.4, osszetétele 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,. Oldataink oldészere, pH

stabilizator.

T-PBS Mdéréseinkben mosdskor 0.05%-os Tween 20-at alkalmaztunk PBS-ben,

mely egy erételjesebb , mososzer”.

Milli-Q rendszer Ultratiszta vizet el6allité viztisztité berendezés. A laborban a
viz a leggyakoribb olddszer. Az OWLS rendkiviil érzékeny bioszenzor, a vizben oldott
ionok, szerves anyagok, egyéb szennyezodések - példaul baktériumok, és a beldlik
szarmazé melléktermékek - befolydsolnak a kisérletek kimenetelét, meghamisitanak
a mérési eredményeket. Ezt elkeriilendd, a csapbodl érkezé vizet haszndlat el6tt meg
kell sztirni. A Millipore altal gyartott Milli-Q berendezés gazdasidgos modon allit eld
kivalé tisztasagu, csiramentes vizet (MQ viz). Ezt hasznéljuk nem csak a mérésekhez,

hanem a méroberendezés elemeinek Oblitéséhez, mosasahoz is.
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Chip tisztitas

A tisztitand6 chipeket egy teflontartéban helyezziik parhuzamosan (4.2 abra), majd
rogzitjik. A chiptartét egy teflonedénybe helyezziik, majd krémkénsavval addig tolt-
jiik, mig a chipeket elfedi a sav. Igy allni hagyjuk 2-3 percig, majd tiszta vizzel lemos-
suk a chipeket, 1 M-os KOH oldatba helyezziik a chipeket, itt semlegesitjiik a savat.
A kovetkezo 1épésben MQ vizben aztatjuk a chipeket, 10 percenként cseréljiik a vizet

tizszer a chipek felett. Felhasznaldsig szarazon (vagy pufferben) téroljuk.

4.2. dbra. A chip tisztitasa.

4.3. Glutaraldehides immobilizacio

A glutaraldehides immobilizacié egy jol ismert eljaras, melyet kiilonbozé szervetlen
felilleteken alkalmaznak sikerrel. A mi eljardsunkban aminopropil-trietoxi-szilan (AP-
TES) 2%-os vizes oldatat hasznaltuk szilanizdldsra. Ezt koveten a chipet ledblitettiik,
majd 120 °C-on kiégettiik. Ebben a lépésben az aminocsoportok kovalensen kétédnek
a szervetlen (Si/TiO;) felszinhez. Az aminocsoportokat tartalmazo felszint 2.5%-os
glutaraldehid (GA) oldattal kezeljikk, ennek eredménye egy molekuldrisan aktiv ré-
teg, melyhez jol kot6dik a neutravidin molekula (4.3 dbra). Az APTES+GA felszin
egy klasszikus kovalens kotés szervetlen feliiletekhez, széles korben elterjedt példaul

a mikroszképidban is.
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’ Neutravidin Anti-CRP IgG

®  Biotin &2 C-reaktiv fehérje

N

Glutaraldehid

APTES

4.3. abra. A glutaraldehides immobilizacié sematikus abraja, mutatva a kialakulé kémiai kotéseket.

4.4. Immobilizacié PEI réteggel

A PEI réteg tulajdonsagai, tervezése

Méréseinkhez a Sigma-Aldrich cég altal forgalmazott elagazd PEI-t hasznaltuk, mely-
nek molekulasilya 750 kDA. J6l ismert, hogy a PEI nagyon gyorsan adszorbealodik
kiilléonb6z6 szervetlen és polimer alapt felilletekre. Méréseinkhez minél nagyobb aktiv
feliiletet akartunk létrehozni, ezért az oldatot pH 9.5-re allitottuk be. Irodalombdl
ismert, ha a pH-t csokkentjiik a molekula globélis konforméciéja laposodik. A vasta-
gabb, elagazd struktura tobb aktiv helyet biztosit a késébbi feliileti kapcsolatokhoz.
A réteg glutdaraldehides keresztkotésének célja a deszorpcié megakadélyozéasa a fel-
szinrél, valamint a pH valtozas kovetkeztében a laposodas elkeriilése.

A kontrollmérések utan (4.4 4bra) a PEI réteg immobilizalasat és biotindlasat nem

a méréberendezésben végeztiik, hanem az el6készitési munkalatok részeként.

Rétegek felvitele a chipre, inkubalas

e A tisztitott chipeket, az inkubalés el6tti nap PBS-be tessziik, az inkubalas elétt
lemossuk vizzel, majd nyitott kiivettaba helyezziik. 500 pl 0.5%-os PEI olda-
tot(pH 9.5, borat pufferben) pipettazunk ra, majd 20 percig inkubaljuk.

e Leontjiik réla a PEI oldatot, majd 500 ul boratpufferrel 6blitjiik a kiivettat.
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4.4. dbra. A PEI réteg mérése, a PEI réteg adszorpcidja

A kovetkez6 1épésben keresztkotéseket hozunk létre a PEI rétegben 2.5%-os
glutéraldehid (500 ul) segitségével. Inkubalasi idé: 2 6ra.

e Ledntjiik rola a GA oldatot, majd 6blitjik foszfat puferrel (20 mM-os ,A” oldat,
pH = 8)

e Biotinaljuk a PEI réteget 500 pl, 1 mg/ml biotin N-hidroxi-szukcinimid észterrel
(NHS-biotin).

e Leoblitjiik a chipet foszfat pufferel, majd ebben taroljuk a mérés kezdetéig.

4.5. A mérés menete

A Falcon cs6bol kivessziik a chipet, lemossuk MQ vizzel, szaritjuk nitrogénnel, majd a
kiivettatartoba rakjuk, rahelyezziik a kiivettat, mellyel rogzitjiik a chipet is. Ellenoriz-
ziik a rendszer zartsagat. Méréseinkben 10-20 pl cellatérfogatt kiivettat hasznaltunk.

Hamilton fecskendével, vagy perisztaltikus pumpaval feltoltjiik a cellat, ellenoriz-
ziik a buborékmentességet. Ha buborék keriilt a rendszerbe, gyors fecskendds injek-
talassal, vagy a pumpaval, nagy aramlési sebességgel eltavolitjuk.

A kiivettatartot a méréberendezésbe helyezziik (esetiinkben AST BIOS-1 OWLS
setup), majd szamitégépen elinditjuk a kiértékelé programot. A puffert pumpéaval
aramoltatjuk a chip felett 1 pl/s-os sebességgel, majd elinditjuk az adatrogzitést.
Meéréseink soran kb. 10-15 perc hosszan varakozunk, ekkorra stabilizalédik az alap-
vonalunk, ezt a program altal kiirt adatokbdl (N(TE), N(TM)) ellendrizhetjiik.
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A kovetkezo 1épéshez leallitjuk a pumpat, és a PBS-es Eppendorf cs6bol a neut-
ravidinesbe helyezziik a csé végét. Az altalunk hasznélt csovon kb. 180 s alatt éri el
a folyadék a cs6 végétol a cellat, ekkor élesen megvaltozik a jel, addig aramoltatjuk a
neutravidint, mig egyensuly all be az asszociacioé és disszociacio kozott, ezt a program
altal kirajzolt gorbérol olvashatjuk le.

Ismét ledllitjuk a pumpat és a PBS-es Eppendorfbdl tjra puffert aramoltatunk
a rendszeren, lemosva az reverzibilisen kotott molekulakat. Az djabb egyensiily be-
alltaval megdllitjuk a mérést, kihizzuk a pumpa csévéhez tartozo tit a szeptumbol,
majd adott térfogatt és koncentraci6ji CRP antitest (CRP-Ab) injektélunk 50 pul-es
Hamilton fecskendovel a cellaba, folytatjuk az adatok rogzitését. Az egyensuly beallta
utan djabb egyensilyig ismét puffert aramoltatunk at a cellan. Ledllitjuk a mérést
kihtizzuk a pumpa tijét és Hamilton fecskendével adott térfogati és koncentracio-
ju antigént (CRP-Ag) injektdlunk a celldba. Az egyensily bealltat kovetéen mosés
kovetkezik, elobb PBS-sel, majd T-PBS-sel mossuk ki a cellat.

Mérésink soréan a leggyakoribb hiba, hamis jel forrasa a cellaba keriil6 levegé bu-
borék, ez driftet okozhat, rosszabb esetben az alapvonal eltolédasat eredményezhe-
ti. A buborék leggyorsabb eltavolitasa a perisztaltikus pumpa sebességének hirtelen
megemelésével lehetséges, ha a buborék keletkezésekor éppen ezen aramoltattuk a
folyadékot. Ha fecskendds injektalaskor keriilt a rendszerbe, akkor megoldas lehet a
Hamilton fecskend6vel Gjabb injektalas, nagy sebességgel. Ez azonban nem mindig ve-
zet eredményre, valamint az adott oldatbdél nem mindig all rendelkezéstinkre nagyobb

mennyiség, igy a mérés tjrakezdése a legcélszertibb.
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5. fejezet

Eredmények

5.1. Glutaraldehides immobilizacio

A kovetkez6 két abran (5.1,5.2) a glutdraldehides immobilizécié eredményeit mutatjuk

c s

A

tortént. Az alacsonyabb koncentraciot mutaté abran (5.1) 3 buborék is megfigyelhet
20, 30 és 120 perc kornyékén. A 3. buborék az alapvonalat is latvanyosan eltolta, igy
onnantol nem elemezhetjiik a grafikont.

Az abrak tetején lathato sziirke-fekete savban jelezziik, hogy milyen oldatot injek-
taltunk vagy aramoltattunk a celliban. A pontozott vonal a szem vezetésére szolgal.

Mindkét esetben lathato, hogy né a tomeg és mosas hatasara sincs nagy lemosodas,
a kiilonbozé rétegek immobilizdldsa sikeriilt. 1 em?-re koriilbeliil 0.25 pg neutravidin
tapadt ki. Az antitest mindkét esetben 50 ul térfogatu és 10 pug/ml koncentraciéjia
volt (a tovabbi kisérletekben is ezt a koncentraciét és térfogatot alkalmazzuk az an-
titestekre). Az antigén koncentraci6é dupldja volt a méasodik esetben és a gorbékrdl is

c 72

feliiletre.
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5.1. dbra. Kitapadt tomeg a 10 pug/ml antitest koncentrécidéji mérés esetén, GA-del el6készitett

feliileten.

A méréseinkhez rendelkezésre allo kiértékel6program segitségével kiszamolhatjuk
az adszorbedlédott réteg vastagsigat (d4) és torésmutatdjat (ny) is, ami lathatd 5.2
abran. Az abrakon lathaté adszorbealddott rétegre vonatkozd torésmutatd és vas-
tagsag értékek homogén, izotrép réteget feltételezve keriiltek kiszamitasra, azonban
ez a feltételezés nem minden esetben érvényesiil. Komplex oldatok esetében, vagy
erosen orientalt kotodésekkor kialakulhatnak rendezett rétegek, melyek mar nem te-
kinthetéek izotrépnak. Igy lehetséges, hogy a kiértékeléskor irredlisan vastag rétegek,

vagy negativ vastagsagok jonnek ki. Késobbi feladatok kozé tartozik ezen anomalidk

felolddsa, optikai anizotrépia szamolasa.[10, 11]
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felileten.

Az 5.2 grafikonon jol latszik az antitestek kiugréan magas szamolt vastagsaga
(~150 nm), ez egyértelmiien nem valds adat. Feltételezziik, hogy a réteg pozitiv ani-
zotropiaval rendelkezik, oszlopos szerkezeti a molekularétegiink.

Az 5.1 tablazatba dsszefoglaltuk az elobbi két abrarol leolvasott adatokat. Az egyes
adatok az adott oldat kotodése utan mért egységnyi feliiletre vonatkoztatott tomeget
tartalmazzak, igy az el6z6 rétegek tomegei is beleszamitanak. Kiértékeléseinkben az

elokészitési fazisban immobilizalasra keriilt rétegeinket nem vessziik figyelembe.
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Antigén koncentracié [pg/mil] 10 20
My A, [prg/cm?] 0.2586 | 0.2511
Merp—ay g /em?] 0.4021 | 0.4191
Merp-ag [prg/cm?) 0.4258 | 0.4768

5.1. tablazat. A glutaraldehides el6készités hatasiara bekovetkezo tomegvaltozasok

5.2. Immobilizacié PEI réteggel

Hasonlban a glutdaraldehides immobilizaciéhoz a kévetkezé mérésekben is 10 pg/mil-
oldatbol egységnyi feliiletre kitapadt molekulak témege kicsit nagyobb, mint a glutar-
aldehides el6készités esetén, de nem szamottevoen, a pufferes lemosassal sem valtozik
a jeliink, igy a PEI réteges neutravidin immobilizalas is alkalmas az antitestek rogzi-
tésére, majd azokhoz antigének kapcsolaséra.

Az antigén koncentrécié 10 pg/ml az 5.3 abran. A PBS-es mosést kovetéen az

antitestek novelték a tomeget, majd az antigén bekotodése is a vart jelet adja.

Neutravidin CRP-Ab [EECRP-AJEERT-PBS [FEE]
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Az 5.3 mérés alkalmaval egy buborék megfigyelhet6 az 70. perc kornyékén, melyet

sikeresen eltavolitottunk, és az alapvonal sem tolodott el.
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5.4. dbra. M na és da értéke a 20 pug/ml antitest koncentraci6ji mérés esetén, PEI-vel el6készitett

felileten
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Ahogy a glutdaraldehides immobilizaci6 soran irrealisan vastag réteget kaptunk az
antitestre, gy a PEI-s (5.4 dbran ldthat6) mérés soran is megfigyelhetd ez a jelenség,
sot negativ vastagsag is latszik 10 perc kortl.

Az 5.1 tablazathoz hasonldéan a 5.2 tablazat tartalmazza az egységnyi feliiletre

kitapadt rétegek tomegét.

Antigén koncentracié [pg/ml] 10 20
My Ay, [prg/cm?] 0.2990 | 0.3651
Mcrp—ap [p1g/cm?] 0.4707 | 0.5911
Merp-ag [prg/cm?) 0.4965 | 0.6333

5.2. tablazat. A PEI-s elOkészités hatasara bekovetkezé tomegvaltozasok

Lathaté mindkét modszer esetén, hogy nem csupan azt tudjuk megallapitani, hogy
a specifikusan keresett antitest jelen van vagy sem az oldatban, hanem tovabbi mé-
rések, és a reprodukalhatosag igazoldsaval kvantitativ analizisre is lehet hasznalni.
Az 5.5 abran lathat6, hogy a mdédszer mar 1 pug/mli-es koncentraciot is képes kimu-
tatni a CRP antigénbdl. Az egészséges ember CRP szintje 10 pg/ml, enyhe gyulladas
és virusos megbetegedések esetén 40-100 pg/ml az értéke, bakterialis fert6zések ese-
tén 40-200 pg/ml a koncentracibja a vérben, de akdr magasabbra is emelkedhet. Az
irodalmi adatokat elemezve lathato, hogy a CRP koncentracidja széles skalan mo-
zoghat az emberi szervezetben. Mddszeriink alkalmassagat ezért a magasabb antigén

i

oldatot fecskendeztiink a kiivettaba.
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5.3. Marhaszérum oldatok vizsgaltai

A vér 16 testnedviink, folyékony szovet. F6 feladatai az oxigén és a szén-dioxid, a tap-
anyagok és a viz, valamint az oldott anyagcseretermékek szallitasa. Ezen kiviil fontos
szerepe van az immunreakciokndl, a hormonok széllitdsaban és a testhémérséklet-
szabalyozasaban. A vér specialis, folyékony sejt kozotti dllomannyal rendelkez6 szo-
vet.

Az altalunk fejlesztett diagnosztikai eszkoz célja vérbol kimutatni a betegségmar-
kereket. Ahhoz, hogy el tudjuk kiiloniteni a szamunkra fontos antitest-antigén kol-
csonhatasokat, meg kell vizsgalnunk a mérési adatokhoz jarulékot adé tobbi véralkotd
és a chipfeliilet kolcsonhatasat.

A vér kiillonb6z6 formaiban vizsgalhato, attol fiiggden, hogy milyen elOkészitési fo-
lyamatokon ment keresztiil. A vér nativ formajaban sejtes elemekbdl és vérplazmabol
all. Sejtes elemei a vorosvértestek, melyek elsésorban az oxigén és szén-dioxid szallita-
saért felelosek, a fehérvérsejtek, melyek a szervezet védekezésében jatszanak szerepet,
a vérlemezkék feladata a vérzéscsillapitasban van. A vérplazma mar a vér alakos ele-
meit nem tartalmazza, az alakos elemek iilepedése utan a plazma a feltiliszo frakcié.
A szérumban mér az alvadasi faktorok sincsenek jelen (pl.: fibrinogén), véralvadas
és centrifugalds utan a szérum alkotja a feltiltszd frakcidt. A szérum vizbdl, oldott
ionokbdl és szerves molekuldbol, plazmafehérjékbdl all; az altalunk vizsgalt C-reaktiv
fehérje is megtalalhaté benne.

Méréseinkhez egyelore marhaszérumot hasznaltunk, melynek kiilénb6z6 koncent-
racidiban néztitkk az adszorpcioit, pufferként PBS-t hasznaltunk. Két injektalasi mo-
dot alkalmaztunk az egyiknél azonos idonként egyforma térfogatokat injektaltunk
(tomény oldat, 10x, 20x, 1000x higitds esetén), a masik soran egy injektalas tortént
és hosszabb ideig vartunk (2x, 100x higitds). A mosési szakaszok is latszanak az 5.7
abran, amikor a tomeg hirtelen csokkenni kezd, ezeket altaldban tobb 1épcsében vé-
geztiik. 2x higitasnal tobb helyen is latszik, hogy a szamitégép meghibasodott, melyet

a program jelzett, igy azokat a kiértékeléskor nem vettiik figyelembe.
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5.7. abra. A kiilonb6z6 higitasti marhaszérum oldatokbdl egységnyi feliiletre kitapadt tomeg

Leolvashat6 az 5.7 abrarol, hogy jelentés mennyiségii szérum alkot6 tapad a chip
felilletére. Az asszociacios szakaszban jol latszik, hogy minél magasabb koncentra-
ciéju oldatot alkalmazunk, anndl jobban né6 a feliiletre kitapadt molekulak tomege.
A lemosasi szakaszban minden higitas esetén megfigyelhetd disszociacio, a kétszeres

s s 7

higitasu és tomény oldatok esetén mar lényegesen nagyobb a lemosdédas mértéke is.

Az oldatot hanyszoro- | M lemosés elétt [jug/cm?] | M lemosés utan [uug/cm?]
sara higitottuk

1000 0.2538 0.1784

100 0.2695 0.1658

20 0.3191 0.2445

10 0.3611 0.2553

2 0.4688 0.2326

Toémény oldat 0.6215 0.2331

5.3. tablazat. A szérum a higitds fliggvényében mekkora tomeg tapadt ki a feliiletre
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5.8. dbra. 0.1 %-os szérumoldat vastagsiga és torésmutatdja

Kiértékeléseink soran a kitapadt réteg vastagsagat is vizsgaltuk (5.8 dbra), azon-
ban a kiértékel6 program fent mar emlitett feltételezései mellett valdszintsitjiik, hogy
nem jutottunk valédi eredményekhez[10, 11], mert itt is negativ vastagsiggal talal-
kozhattunk. Valoszintsitjiik, hogy a szérum a kitapadasa soran folyamatos atrende-

z0déseken megy keresztiil, melyek hatasara anizotropia jon létre a rétegben.
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6. fejezet
Konklazié

Kitlizott célunk a glutdraldehides elokészitési munkalatok helyett egy 1j antitest rog-
zitési eljaras kidolgozasa volt. Az altalunk valasztott PEI réteg elénye a szervetlen és
szerves feliiltekhez erds kotodése, a szilanizalas elkertilése, egy rovidebb el6készitési
munkat igénylo modszer alkalmazasa, a feliilet célzott kezelése. Ahhoz, hogy az 1j ré-
teghez sikeresen kotodjenek a kovetkezo molekulak, nem csak kémiai kotodéseket kell
figyelembe venniink, hanem oda kell figyelni a bioldgiai rendszerek bonyolultsdgara,

Méréseinkben Osszehasonlitottuk a klasszikus APTES+GA és a PEI rétegen rogzi-
tett neutravidin molekulak tomegét, majd az ehhez kapcsoldédoé antitest-antigén komp-
lexét.

Megallapithatjuk, hogy a kiilonbozden elokészitett felilletek kozott nem talaltunk
jelentos kilonbségeket. Eredményeinkbol latszik, hogy széles CRP-Ag koncentracié
tartoméanyban mérhetiink ezzel a médszerrel, mar az 1 pug/mli-es koncentracié is jol
mérhetd jelet adott a grafikonon, melynek tizszerese talalhatéo meg az egészséges em-
beri vérben, betegségek esetén pedig akar tobb szazszorosa is lehet.

Eddigi méréseinkben csak a PEI réteg pH-jat optimalizaltuk, a jovében tovabbi
finomitasok sziikségesek, mint példaul a hémérséklet, az inkubalasi idok, ionerdsség,
réteg keresztkotése és az antitest killonb6z6 koncentracioi.

A marhaszérumos kisérletekbdl lathatjuk, hogy fontos foglalkoznunk a chip feli-
letének megfelel6 elokészitésével, a nem specifikus kotodésekbdl szarmazo hamis jelek
kikiiszobolésével.

Ko6zel harmine mérésiink soran tobb antitest és antigén koncentracioval is foglal-

koztunk, ezek elemzésével informéciot kaphatunk a kiillonb6z6 rétegek kinetikajarol,
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valamint a kimutatasi hatarrol. A késobbi vizsgalatainkban tervezziik a vastagsag ir-
redlis értékeinek elemzését, a lehetséges anizotropia kimutatasat, az atrendezddések

hatasanak magyarazatat.
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